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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS I 
 
I Abkürzungsverzeichnis 
°C Grad Celsius 
µl; µm Mikroliter; -meter 
5-Aza-dC 5-Aza-2′-desoxycytidin 
AIX Ampicillin, isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-Gal) 
ATC anaplastisches Schilddrüsenkarzinom (anaplastic thyroid 
carcinoma) 
BAC bacterial artificial chromosome 
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 
Synonym: Bcl-2 
BCL2L1  BCL2-like 1  
Synonym: Bcl-xL 
Bcl-xL  siehe BCL2L1 
bp Basenpaare 
BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 
C19MC  chromosome 19 microRNA cluster 
CD44  CD44 molecule (Indian blood group) 
CDK2 cyclin-dependent kinase 2 
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 
cDNA copy DNA 
cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat 
CIS carcinoma in situ 
Ct Cycle threshold 
CXCL6 chemokine (C-X-C motif) ligand 6 
DGCR8 DGCR8 microprocessor complex subunit 
DKK1 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EC embryonales Karzinom (embryonal carcinoma) 
ELAVL1 ELAV like RNA binding protein 1 
Synonym: HuR (Hu antigen R) 
ERK mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Genfamilie) 
ESC embryonalen Stammzelle (embryonal stem cell) 
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ETMR embryonal tumours with multilayered rosettes 
EVT extravillöser Trophoblast 
FA follikuläres Schilddrüsenadenom 
FFPE Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet  
FISH Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 
FOXL2 forkhead box L2 
FOXO3 forkhead box O3 
Synonym: FOXO3A 
FTC follikuläres Schilddrüsenkarzinom (follicular thyroid carcinoma) 
GTP Guanosintriphosphat 
h Stunde 
HuR siehe ELAVL1 
ISH in situ-Hybridisierung 
kb Kilobasen 
kV Kilovolt 
LATS2 large tumor suppressor kinase 2 
LB Lysogeny Broth Nährmedium 
LCMD laser capture microdissection 
LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1 
MAP3K2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2  
Synonym: MEKK2 
MEK mitogen-activated protein kinase kinases (MAP2K) (Genfamilie) 
MEKK2 siehe MAP3K2 
min Minute 
miRNA microRNA 
ml Milliliter 
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 
MMP2 matrix metallopeptidase 2 
MMP9 matrix metallopeptidase 9 
MRE miRNA recognition element 
mRNA messenger RNA 
ms Millisekunde 
MSC mesenchymale Stamm-/Stromazelle (mesenchymal 
stem/stromal cell) 
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MTC medulläres Schilddrüsenkarzinom (medullary thyroid carcinoma) 
MTOR mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) 
MYC v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 
NF-B nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells 
ng Nanogramm 
NK-Zelle Natürliche Killerzelle 
nm Nanometer 
NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 
NSCLC nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (non-small cell lung cancer) 
p. c. post conceptionem 
p21 siehe CDKN1A 
p53 siehe TP53 
p65 siehe RELA 
PAX8 paired box 8 
PBMCs mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood 
mononuclear cells) 
PDTC gering differenziertes Schilddrüsenkarzinom (poorly 
differentiated thyroid carcinoma) 
PPARG peroxisome proliferator activated receptor gamma 
pre-miRNA  precursor miRNA 
pri-miRNA primary microRNA 
PRKG1 protein kinase, cGMP-dependent, type I 
PTC papilläres Schilddrüsenkarzinom (papillary thyroid carcinoma) 
qRT-PCR quantitative Real-time PCR 
RAF mitogen-activated protein kinase kinase kinases (MAP3K) 
(Genfamilie) 
RAS RAS type family GTPases (Genfamilie) 
RELA v-rel avian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A 
Synonym: p65 
RET  ret proto-oncogene 
RISC    RNA-induced silencing complex 
RNA  Ribonukleinsäure 
RNU6-6P RNA, U6 small nuclear 6, pseudogene 
Synonym: RNU6B (RNA, U6B small nuclear) 
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RNU6B siehe RNU6-6P 
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
s Sekunde 
SIRT1 sirtuin 1 
SSW Schwangerschaftswoche 
TBPC19 thyroid adenoma breakpoint cluster 19q13.4 (FISH-Sonde) 
TGCTs testicular germ cell tumours 
TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor II (70/80kDa) 
TGF- transforming growth factor beta 
TIN testikuläre intraepitheliale Neoplasie 
TP53 tumor protein p53 
Synonym: p53 
Treg-Zelle regulatorische T-Zelle 
TTYH1 tweety family member 1 
UTR untranslated region 
VT villöser Trophoblast 
WHO Weltgesundheitsorganisation (world health organisation) 
WNT Wingless-type MMTV integration site family (Genfamilie) 
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1 Einleitung 
microRNAs (miRNAs) sind kleine einzelsträngige RNA-Moleküle von ~ 22 
Nukleotiden Länge, die bei der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression 
eine wichtige Rolle spielen. Sie unterdrücken die Expression ihres Ziel-Gens, indem 
sie an die entsprechende mRNA binden und die Hemmung der Translation bzw. die 
Spaltung der mRNA bewirken (Bartel, 2004). Auf diese Weise beeinflussen sie 
diverse zelluläre Prozesse wie Differenzierung, Entwicklung, Proliferation, 
Wachstum, Apoptose und Stoffwechsel.  
Im menschlichen Genom wurden bisher fast 1900 miRNA-Gene identifiziert, die für 
knapp 2600 reife (mature) miRNAs codieren (miRBase: the microRNA database, 
2014). Ca. 40 % aller Säugetier-miRNA-Gene sind in Introns proteincodierender 
Gene lokalisiert, weitere 40 % in Introns nicht-codierender Gene. Seltener befinden 
sich miRNA-Gene auch in Exons sowohl proteincodierender als auch nicht-
codierender Gene (Kim et al., 2009a). Im menschlichen Genom liegen ca. 25 % der 
miRNA-Gene weniger als 10 kb vom nächsten miRNA-Locus entfernt (miRBase: the 
microRNA database, 2014). Die miRNAs solcher Cluster können durch einen 
gemeinsamen Promotor reguliert und in Form eines polycistronischen Transkripts 
transkribiert werden (Lee et al., 2002; Lee et al., 2004). miRNA-Gene werden in der 
Regel von der RNA-Polymerase II transkribiert, weshalb das primäre Transkript, 
primary miRNA (pri-miRNA) genannt, eine 5′-Cap-Struktur und einen 3′-Poly(A)-
Schwanz trägt (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Die pri-miRNA kann mehrere 
hundert (Schanen und Li, 2010) bis einige tausend Basen lang sein und enthält eine 
oder (im Falle polycistronischer Transkripte) mehrere Stem-loop-Strukturen (Kim et 
al., 2009a). Die pri-miRNA wird in mehreren Schritten zur reifen miRNA prozessiert. 
Der erste Schritt, bei dem die pri-miRNA an der Basis des Stem-loops zur ~ 65–100 
Nukleotide langen precursor miRNA (pre-miRNA) gespalten wird, findet im Zellkern 
statt (Davis-Dusenbery und Hata, 2010) und wird durch einen Enzymkomplex 
namens Microprocessor, bestehend aus der Typ III-RNase Drosha (Lee et al., 2003) 
und dem Hilfsfaktor DGCR8 (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; 
Landthaler et al., 2004), katalysiert. Anschließend bindet der Exportin 5/Ran-GTP-
Komplex an die pre-miRNA und transportiert diese ins Cytoplasma (Yi et al., 2003). 
Hier spaltet Dicer, eine weitere Typ III-RNase, den Loop ab, so dass ein ~ 22 
Nukleotide langer RNA-Doppelstrang entsteht. Mit Hilfe einer Helikase wird der 
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Doppelstrang entwunden (Schanen und Li, 2010) und anschließend einer der beiden 
Stränge in einen Multiprotein-Komplex, den RNA-induced silencing complex (RISC), 
aufgenommen. Der andere Strang wird entweder abgebaut oder wird ebenfalls von 
einem RISC inkorporiert. In letzterem Fall codiert ein miRNA-Gen also für zwei 
funktionelle reife miRNAs (miRBase: the microRNA database, 2014). Der RISC-
miRNA-Komplex bindet nun an eine Bindungsstelle auf der mRNA des Ziel-Gens. 
Dieser Bindungsbereich (miRNA recognition element (MRE)) liegt meist in der 3′-
UTR der Ziel-mRNA. Es besteht dabei in der Regel keine vollständige 
Komplementarität zwischen MRE und miRNA, jedoch ist meist die sogenannte Seed-
Sequenz, eine Sequenz, die die Nukleotide 2–8 auf der miRNA umfasst, vollständig 
komplementär (Cowland et al., 2007). Die Bindung der miRNA an ihre Ziel-mRNA 
führt zur Unterdrückung der Translation, bei einer sehr hohen Komplementarität der 
miRNA zur Ziel-mRNA kann es auch zur Spaltung der mRNA kommen (Kim et al., 
2009a). 
Schätzungen zufolge werden zwischen 30 und 60 % aller menschlichen Gene von 
miRNAs reguliert (Friedman et al., 2009; Kim et al., 2009b). Eine mRNA kann dabei 
von vielen verschiedenen miRNAs reguliert werden und eine miRNA wiederum kann 
Hunderte von Ziel-Genen beeinflussen (Selbach et al., 2008). Potentielle Ziel-Gene 
einer miRNA können in silico mit Hilfe spezieller Programme ermittelt werden. Diese 
Programme verwenden zur Analyse verschiedene Merkmale von miRNA und mRNA, 
insbesondere die Komplementarität der Seed-Sequenz, die Konservierung der 
komplementären Sequenzen, die Änderung der Gibb’s freien Energie bei der 
Bindung und die Zugänglichkeit der Bindungsstelle auf der mRNA (Peterson et al., 
2014). Bei diesen Analysen ergeben sich allerdings häufig Tausende von 
Kandidaten-Genen. Der tatsächliche Einfluss einer miRNA auf die ermittelte mRNA 
muss daher stets experimentell validiert werden (Alexiou et al., 2009).  
Das größte menschliche miRNA-Cluster liegt auf Chromosom 19 in der Bande q13.4 
(Bentwich et al., 2005) und wird deshalb C19MC („chromosome 19 microRNA 
cluster“) genannt (Abb. 1). Es umfasst einen Bereich von ca. 100 kb und besteht aus 
46 miRNA-Genen bzw. pre-miRNAs, aus denen 62 reife miRNAs hervorgehen 
(Bentwich et al., 2005; Bortolin-Cavaillé et al., 2009; miRBase: the microRNA 
database, 2014) (siehe Tabelle 1 im Anhang). Zwischen den miRNAs des Clusters 
liegen Alu-Elemente verstreut angeordnet. miRNAs und Alu-Elemente zusammen 
machen ca. zwei Drittel des Clusters aus (Borchert et al., 2006).
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Das gesamte Cluster wird offenbar in Form eines polycistronischen Transkripts von 
RNA-Polymerase II transkribiert und die einzelnen miRNAs anschließend aus diesem 
prozessiert (Bortolin-Cavaillé et al., 2009). Die Expression von C19MC ist abhängig 
vom Methylierungsstatus einer CpG-Insel in der Promotorregion ca. 17,6 kb 
upstream des Clusters. In C19MC nicht oder kaum exprimierenden Zellen ist die 
CpG-Insel hypermethyliert (Tsai et al., 2009). Viele der miRNAs von C19MC haben 
Abb. 1: Abschnitt der chromosomalen 
Bande 19q13.4 mit den miRNA-Clustern 
C19MC und miR-371-3 (rosa), CpG-Insel 
(grün) und proteincodierenden Genen 
(blau) (nach Bullerdiek und Flor, 2012). 
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die gleiche oder eine ähnliche Seed-Sequenz (Lin et al., 2010) und teilen diese 
Ähnlichkeit auch mit miRNAs eines weiteren Clusters, miR-371-3, welches ca. 25 kb 
distal von C19MC lokalisiert ist (Abb. 1). Im Gegensatz zu C19MC, welches 
primaten-spezifisch ist, ist miR-371-3 auch in Maus, Ratte und Hund konserviert 
(Bentwich et al., 2005). Dies deutet darauf hin, dass C19MC aus miR-371-3 
hervorgegangen sein könnte und sich dann in der Linie der Primaten, vermutlich 
vermittelt durch die vorhandenen Alu-Elemente, durch Duplikationen und Mutationen 
weiterentwickelt hat (Zhang et al., 2008). miR-371-3 besteht aus drei miRNA-Genen, 
die für sechs reife miRNAs codieren. Ein weiteres miRNA-Gen dieses Clusters 
befindet sich möglicherweise auf dem Minusstrang (Persson et al., 2011; miRBase: 
the microRNA database, 2014) (siehe Tabelle 1 im Anhang). Über die Regulation von 
miR-371-3 ist relativ wenig bekannt, es wurde aber die transkriptionelle Aktivierung 
des Clusters durch den Transkriptionsfaktor MYC (Cairo et al., 2010) und durch 
-Catenin/LEF1 (Zhou et al., 2012a) beschrieben. Beide Cluster werden 
normalerweise in adulten Zellen nicht bzw. gering exprimiert (Liang et al., 2007), 
jedoch stark in embryonalen Stammzellen (ESCs) (Bar et al., 2008; Cao et al., 2008; 
Laurent et al., 2008; Morin et al., 2008; Ren et al., 2009) und in der Plazenta 
(Bentwich et al., 2005; Liang et al., 2007; Bortolin-Cavaillé et al., 2009; Tsai et al., 
2009). In der Plazenta macht insbesondere C19MC einen signifikanten Anteil an der 
Gesamtmenge an miRNAs aus (Liang et al., 2007) und einige Mitglieder von C19MC 
gehören zu den am stärksten exprimierten miRNAs (Landgraf et al., 2007; Mouillet et 
al., 2011; Donker et al., 2012). Die Expression von C19MC erfolgt dabei 
ausschließlich vom paternalen Allel (Noguer-Dance et al., 2010). Sie bleibt in der 
Plazenta während der gesamten Schwangerschaft bestehen, wohingegen im Fetus 
in der 20. Schwangerschaftswoche lediglich noch im Gehirn einzelne C19MC-
miRNAs exprimiert werden (Zhang et al., 2008).  
C19MC und miR-371-3 sind in verschiedenen Tumorentitäten reaktiviert und mit 
onkogenen Funktionen assoziiert. Bei Schilddrüsenadenomen liegt in ca. 9 % der 
Fälle eine Translokation unter Beteiligung der Bande 19q13.4 vor (Belge et al., 1998; 
Belge et al., 2001). Rippe et al. (2010) zeigten, dass diese Translokation in 
Schilddrüsenzelllinien und primären Schilddrüsenadenomen die Aktivierung der 
Cluster C19MC und miR-371-3 bewirkt.  
In ETMR (embryonal tumours with multilayered rosettes), hochaggressiven 
pädiatrischen Gehirntumoren, bedingt eine Amplifikation innerhalb der 
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Chromosomenbande 19q13.4 die Überexpression von C19MC und miR-371-3 (Li et 
al., 2009; Pfister et al., 2009; Korshunov et al., 2013). Eine spätere Untersuchung 
zeigte, dass in diesen Tumoren außerdem ein Fusionsgen aus C19MC mit TTYH1 
vorliegt und die Expression von C19MC vom TTYH1-Promotor angetrieben wird 
(Kleinman et al., 2014). Für miR-520g-3p und miR-517c-3p wurde an Zelllinien 
demonstriert, dass sie den Zellen Wachstumsvorteile verleihen sowie die 
Differenzierung der Zellen hemmen und so einen Stammzell- bzw. Vorläuferzell-
Phänotyp konservieren (Li et al., 2009). 
Das Cluster C19MC ist auch in einigen hepatozellulären Karzinomen überexprimiert, 
wobei dies in manchen Fällen auf eine Amplifikation des C19MC-Locus, in anderen 
Fällen auf eine Hypomethylierung der zugehörigen CpG-Insel zurückzuführen ist 
(Toffanin et al., 2011; Augello et al., 2012; Fornari et al., 2012). Es wurde gezeigt, 
dass miR-517a-3p und miR-520c-3p die Proliferation sowie die Invasions- und 
Migrationsfähigkeit fördern (Toffanin et al., 2011). miR-519d-3p fördert ebenfalls 
Proliferation und Invasion und hemmt zusätzlich die Apoptose (Fornari et al., 2012). 
Die Amplifikation und die dadurch bedingte Überexpression von C19MC wurde auch 
in Nebenschilddrüsenkarzinomen und einigen -adenomen beschrieben (Vaira et al., 
2012). In mesenchymalen Leberhamartomen kommt es bedingt durch eine 
Translokation oder auch durch paternale uniparentale Disomie zu einer 
Überexpression von C19MC (Kapur et al., 2014). 
In testikulären Keimzelltumoren (testicular germ cell tumours (TGCTs)) ist das 
Cluster miR-371-3 hochreguliert (Gillis et al., 2007; Murray et al., 2010; Palmer et al., 
2010; Bing et al., 2012; Dieckmann et al., 2012; Novotny et al., 2012). Für 
miR-372-3p und miR-373-3p wurde gezeigt, dass diese die Expression von LATS2 
unterdrücken. LATS2 ist ein Tumorsuppressorgen, das den Übergang von der G1- in 
die S-Phase des Zellzyklus hemmt, indem es die Kinase-Aktivität von CyclinE/CDK2 
herunterreguliert (Li et al., 2003) und das durch die Herunterregulation von 
Apoptose-Inhibitoren wie Bcl-2 und Bcl-xL Apoptose induziert (Ke et al., 2004). 
miR-372-3p und miR-373-3p verleihen den Zellen dadurch die Fähigkeit, trotz 
intaktem TP53-Signalweg, RAS-induziertem onkogenem Stress zu entgehen und 
weiterhin zu proliferieren (Voorhoeve et al., 2006). Die miRNAs von miR-371-3 
lassen sich zudem in Serumproben von Hodenkrebspatienten detektieren und 
scheinen vielversprechende Kandidaten als Tumormarker für Hodenkrebs zu sein 
(Murray et al., 2011; Belge et al., 2012; Dieckmann et al., 2012; Murray und 
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Coleman, 2012; Gillis et al., 2013; Rijlaarsdam et al., 2015; Spiekermann et al., 2015; 
Syring et al., 2015). Auch in undifferenzierten Hepatoblastomen wird miR-371-3 
überexprimiert, wobei offenbar ein positiver Feedback-Loop zwischen miR-371-3 und 
dem Transkriptionsfaktor MYC besteht (Cairo et al., 2010). 
Für miR-372-3p, -515-3p, -519b-3p, -519d-3p, -519e-3p, -520a-3p, -520b und -520h 
wurde nachgewiesen, dass sie die Proliferation steigern, indem sie CDKN1A (p21) 
herunterregulieren und somit den p21-vermittelten Zellzyklusarrest aufheben (Qi et 
al., 2009; Wu et al., 2010). In einer anderen Studie verliehen die miRNAs 
miR-372-3p, -373-3p, -512-3p, -515-3p, -519c-3p, -519d-3p, -519e-3p, -520a-3p, 
-520b, -520c-3p, -520d-3p, -520e, -520f-3p, -520g-3p und -526b-3p den 
untersuchten Zellen die Fähigkeit, einer onkogen-induzierten Seneszenz zu 
entgehen, vermutlich ebenfalls über die Herunterregulation von CDKN1A (Borgdorff 
et al., 2010). Die miRNAs miR-373-3p und miR-520c-3p verliehen der 
Brustkrebszelllinie MCF-7 durch die Herunterregulation von CD44 migratorische und 
invasive Fähigkeiten (Huang et al., 2008). Zhou et al. (2012a) zeigten, dass 
miR-372-3p und miR-373-3p den WNT--Catenin-Signalweg aktivieren, indem sie die 
Expression von DKK1, eines Antagonisten dieses Signalwegs, inhibieren. Der Wnt--
Catenin-Signalweg spielt bei der Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften eine 
Rolle und ist in diversen Tumoren aktiviert. Die Transkription von miR-372-3p und 
miR-373-3p wird wiederum durch -Catenin/LEF1 aktiviert, wodurch ein positiver 
Feedback-Loop zur Aktivierung des WNT--Catenin-Signalwegs entsteht. 
Für miRNAs der beiden Cluster wurden auch tumorsuppressive Eigenschaften 
nachgewiesen. Keklikoglou et al. (2011) konnten für miR-372-3p, -373-3p, -520c-3p 
und -520e zeigen, dass diese miRNAs die Invasivität der untersuchten 
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 reduzieren, indem sie einen hemmenden Einfluss 
auf den NF-B- und den TGF--Signalweg ausüben. Beide Signalwege sind bei 
Brustkrebs an Tumorentstehung und Metastasierung beteiligt (Imamura et al., 2012; 
Zubair und Frieri, 2013). Ihre Wirkung entfalten die genannten miRNAs, indem sie die 
Expression von RELA (p65), einem am NF-B-Signalweg beteiligten 
Transkriptionsfaktor, und von TGFBR2, einem Rezeptor, der die Aktivierung des 
TGF--Signalwegs induziert, negativ regulieren (Keklikoglou et al., 2011). Auch 
miR-519d-3p hat einen hemmenden Einfluss auf den TGF--Signalweg und damit 
auf Zellproliferation und -migration (Gennarino et al., 2012). Die miRNAs 
miR-519a-3p, -519b-3p und -519c-3p hemmen die Expression von ELAVL1 (HuR) 
EINLEITUNG 7 
 
(Abdelmohsen et al., 2008). Bei ELAVL1 handelt es sich um ein RNA-bindendes 
Protein, welches ubiquitär exprimiert wird. Es stabilisiert und moduliert die 
Translation von Zielgenen, von denen viele eine anti-apoptotische Wirkung oder 
einen stimulierenden Einfluss auf Zellteilung, Angiogenese und Invasion haben 
(Hinman und Lou, 2008). Durch die Herunterregulation von ELAVL1 üben 
miR-519a-3p, -519b-3p und -519c-3p eine hemmende Wirkung auf die Proliferation 
(Abdelmohsen et al., 2008) sowie das Tumorwachstum in vivo (Abdelmohsen et al., 
2010) aus und induzieren Seneszenz (Marasa et al., 2010). Yu et al. (2015) zeigten, 
dass miR-520a-3p in nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) unterexprimiert ist 
und demonstrierten, dass miR-520a-3p den MAP-Kinase-Signalweg hemmt, indem 
sie MAP3K2 (MEKK2) herunterreguliert. Dies resultierte in einer verringerten 
Proliferation, Invasion und Migration sowie vermehrter Apoptose der untersuchten 
Zellen. Außerdem wurde in vivo ein verringertes Tumorwachstum festgestellt. Über 
die hier genannten Publikationen hinaus gibt es noch eine große Anzahl weiterer 
Untersuchungen, in denen die Über- oder Unterexpression einzelner C19MC und 
miR-371-3 miRNAs bzw. deren onkogene oder tumorsuppressive Eigenschaften 
demonstriert wurden.  
Die miRNAs von C19MC und miR-371-3 sind demnach in vielfältiger und komplexer 
Weise an der Entstehung von Tumoren beteiligt, während sie ihre physiologische 
Funktion in embryonalen Stammzellen und in der Plazenta ausüben. Um die beiden 
Cluster näher zu charakterisieren, sollte in der vorliegenden Arbeit die Expression 
und Regulation von C19MC und miR-371-3 in malignen Schilddrüsentumoren und 
testikulären Keimzelltumoren sowie in der Plazenta näher untersucht werden. Dazu 
wurden Expressions- und Methylierungsanalysen durchgeführt. Ein weiterer Aspekt 
war die Überprüfung der Eignung von C19MC-miRNAs als Serum-Biomarker für 
Hodenkrebs.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Gewebeproben 
Die Formalin fixierten, Paraffin eingebetteten (FFPE)-Schilddrüsenkarzinome 
(Publikation I) stammten vom Institut für Pathologie des Klinikum Bremen-Mitte. 
Die FFPE-Hodentumorgewebe und FFPE-Hodennormalgewebe (Publikation II) 
wurden von der Pathologie des Albertinen-Krankenhauses Hamburg, die 
Serumproben von der Urologie des Albertinen-Krankenhauses Hamburg zur 
Verfügung gestellt.  
Die FFPE-Gewebeproben von Endometrium, Duodenum und Schilddrüse 
(Publikation II) wurden vom Institut für Pathologie des Elbe-Klinikums Stade zur 
Verfügung gestellt. 
Die Chorionzottenzellen (Publikation IV) stammten aus der Praxis für 
Pränatalmedizin am Klinikum Links der Weser. Zur Durchführung der 
Pränataldiagnostik wurden Langzeit-Zellkulturen nach Routineverfahren angelegt. 
Überschüssiges Zellmaterial wurde mit schriftlichem Einverständnis der Patientinnen 
zur Durchführung der Studie zur Verfügung gestellt.  
Die Gewebeproben der reifen Plazenta und der dazugehörigen chorioamniotischen 
Membran (Publikation IV) wurden von der Frauenklinik des Krankenhauses 
Cuxhaven mit schriftlichem Einverständnis der Patientinnen zur Verfügung gestellt. 
Die Gewebeproben wurden nach der Entbindung entnommen. Ein Stück wurde zum 
anschließenden Anlegen einer Zellkultur in Hanks-Lösung überführt. Jeweils ein 
weiteres (ca. 1 cm3 großes) Stück wurde in 4%iger Formaldehyd-Lösung (Formalin) 
fixiert. Die in Formalin fixierten Proben wurden anschließend nach Standardverfahren 
im Institut für Pathologie des Elbe-Klinikums Stade in Paraffin eingebettet.  
Die Gewebeproben der Schilddrüsenadenome (Publikation IV) wurden von der Klinik 
für Allgemein- und Viszeralchirurgie des Krankenhauses St. Joseph-Stift Bremen zur 
Verfügung gestellt. Die Proben wurden den Patienten während einer 
Schilddrüsenresektion entnommen, direkt in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
anschließend bei −80°C gelagert.  
Die Verwendung sämtlicher Proben geschah im Einklang mit der Deklaration von 
Helsinki (Declaration of Helsinki, 2013) und wurde durch eine Ethik-Kommission 
genehmigt sowie gegebenenfalls eine schriftliche Einverständniserklärung der 
Patienten eingeholt. 
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2.2 Zellkultur 
Die Zellkulturen von Chorionzottenbiopsien und reifer Plazenta (Publikation IV) 
wurden nach Standardverfahren zur Gewinnung mesenchymaler 
Stamm-/Stromazellen (MSCs) angesetzt.  
 
2.3 miRNA-Expressionsanalyse 
2.3.1 RNA-Isolierung 
Zur RNA-Isolierung aus FFPE-Proben wurden 3–8 Schnitte à 5 µm Dicke angefertigt. 
Die Isolierung erfolgte entweder mit dem High Pure RNA Paraffin Kit (Roche 
Diagnostics, Mannheim) (Publikation I) oder mit dem innuPREP MicroRNA Kit 
(Analytik Jena AG, Jena) (Publikationen II und IV). Die Herstellerprotokolle wurden 
jeweils für die Gewinnung auch kleiner RNAs bzw. für die Anwendung bei FFPE-
Proben modifiziert. 
Die RNA-Isolierung aus tiefgefrorenen Geweben sowie aus Zellkulturproben 
(Publikation IV) wurde mit dem miRNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden) entsprechend 
den Herstellerangaben inklusive DNase-Verdau durchgeführt. RNA aus 
Serumproben (Publikation II) wurde ebenfalls mit dem miRNeasy Mini Kit isoliert, 
allerdings mit kleinen Modifikationen und ohne DNase-Verdau.  
 
2.3.2 cDNA-Synthese  
Die cDNA-Synthese für die verwendeten Gewebe- und Zellkulturproben 
(Publikationen I, II und IV) wurde mit dem TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
Kit (Life Technologies, Darmstadt) unter Verwendung miRNA-spezifischer Stem-loop-
Primer (enthalten in den jeweiligen TaqMan microRNA Assays (Life Technologies)) 
nach Herstellerangaben durchgeführt. Dabei wurde für jede zu messende miRNA 
sowie die endogene Kontrolle RNU6B jeweils ein einzelner cDNA-Ansatz hergestellt. 
Es wurden jeweils 200 ng RNA eingesetzt. 
Die cDNA-Synthese für Serumproben (Publikation II) erfolgte ebenfalls mit dem 
TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies) unter Verwendung 
miRNA-spezifischer Stem-loop-Primer. Allerdings wurde in diesem Fall ein 
Primerpool verwendet, der cDNA-Ansatz enthielt somit jeweils 1 µl des Stem-loop-
Primers der zu untersuchenden miRNA und der endogenen Kontrolle miR-93-5p, so 
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dass pro Probe nur ein cDNA-Ansatz hergestellt wurde. Aufgrund der geringen RNA-
Konzentrationen der Serumproben wurde auf eine Quantifizierung der RNA 
verzichtet und 6 µl RNA in die cDNA-Synthese eingesetzt. 
 
2.3.3 Präamplifizierung 
Aufgrund der geringen RNA-Menge in Serum, wurde für die Serumproben 
(Publikation II) vor der eigentlichen Quantifizierung eine Präamplifizierung 
durchgeführt. Die Präamplifizierungs-Reaktion wurde mit dem 5x Real Time ready 
cDNA Pre-Amp Master (Roche Diagnostics, Mannheim) und den TaqMan MicroRNA 
Assays (Life Technologies, Darmstadt) durchgeführt. Die Reaktion bestand aus 4 µl 
cDNA, jeweils 1,12 µl Assay (1:100 mit Nuklease-freiem Wasser verdünnt) der zu 
messenden miRNA sowie der endogenen Kontrolle, 4 µl 5x Real Time ready cDNA 
Pre-Amp Master (Roche) und Nuklease-freiem Wasser, so dass sich ein 
Gesamtvolumen von 20 µl ergab. Die Präamplifizierung wurde unter folgenden 
Bedingungen durchgeführt: 1 min bei 95 °C, anschließend 14 Zyklen bei 15 s bei 
95 °C und 4 min bei 60 °C.  
 
2.3.4 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR für Gewebe- und Zellkulturproben (Publikationen I, II und IV) wurde 
unter Verwendung des TaqMan Universal PCR Master Mix (2x) (Life Technologies, 
Darmstadt) sowie der TaqMan microRNA Assays (Life Technologies) auf einem 7300 
Real-Time PCR System (Life Technologies) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Die Auswertung erfolgte mittels der „7300 System Sequence Detection Software“ 
(Version 1.2.3) (Life Technologies).  
Die qRT-PCR der Serumproben (Publikation II) erfolgte mit dem FASTstart Universal 
Probe Master (Roche Diagnostics, Mannheim) und den TaqMan microRNA Assays 
(Life Technologies) nach vorhergehender Präamplifizierung. Das Produkt der 
Präamplifizierung wurde 1:2 mit Nuklease-freiem Wasser verdünnt und 5 µl davon in 
die qRT-PCR-Reaktion eingesetzt. Die qRT-PCR-Reaktion bestand aus 10 µl 
FASTstart Universal Probe Master (Roche), 1 µl des jeweiligen Assays sowie 
Nuklease-freiem Wasser für ein Gesamtvolumen von 20 µl. Die Reaktion wurde unter 
folgenden Bedingungen auf einem 7500 Fast Real-Time PCR System (Life 
Technologies) durchgeführt: 10 min bei 95°C, anschließend 40 Zyklen von 15 s bei 
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95°C und 1 min bei 60°C. Die Auswertung erfolgte mittels der „7500 Software“ 
(Version 2.0.6) (Life Technologies). 
 
Alle Proben wurden im Triplikat gemessen sowie stets Negativkontrollen ohne 
Template bzw. ohne Reverse Transkriptase mitgeführt. Die relative Genexpression 
wurde gemäß der ΔΔCt-Methode nach Livak und Schmittgen (2001) berechnet.  
 
2.4 DNA-Methylierungsanalyse 
2.4.1 DNA-Isolierung 
DNA wurde aus Chorionzotten-Zellkulturen (Publikation IV) mittels des QIAamp DNA 
Mini Kit (QIAGEN, Hilden) unter Einhaltung des Herstellerprotokolls isoliert.  
 
2.4.2 Bisulfit-Konvertierung 
2000 ng DNA wurden in eine Bisulfit-Konvertierungsreaktion eingesetzt, bei der 
unmethylierte Cytosine in CpG-Stellen chemisch in Uracil umgewandelt werden, 
methylierte Cytosine jedoch unverändert bleiben. Dies wurde mit Hilfe des EZ DNA 
Methylation Gold Kit (Zymo Research, Irvine, USA) nach Herstellerangaben 
durchgeführt.  
 
2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Für die Amplifikation eines 381 bp langen Abschnitts der C19MC-CpG-Insel wurde 
eine PCR mit der ZymoTaq DNA Polymerase (Zymo Research) unter folgenden 
Bedingungen durchgeführt: 10 min bei 95 °C, anschließend 35 Zyklen von 30 s bei 
95 °C, 30 s bei 51 °C und 30 s bei 72 °C, schließlich 7 min bei 72 °C. Als Primer 
wurden AAGGTTGGTTTTTTTATTTGTAAA (forward primer) und 
ACAAATTCTAATCCCTCAAAAA (reverse primer) (biomers, Ulm) verwendet.  
 
2.4.4 Klonierung und Sequenzierung 
Das PCR-Produkt wurde nach Herstellerangaben in den pGEM-T Easy Vektor 
(Promega, Mannheim) ligiert. Die Transformation wurde mittels Elektroporation 
durchgeführt. Dafür wurde das Ligationsprodukt zunächst mittels des QIAquick PCR 
Purification Kits (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt, um Salze zu entfernen, die die 
Elektroporation behindern. Für die Transformation wurden 40 µl elektrokompetente 
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E. coli JM109 Bakterien (7,5 * 109 Zellen) mit 2 µl aufgereinigtem Ligationsprodukt in 
eine Küvette gegeben und im E. coli Pulser (Biorad, München) für 5 ms einer 
Spannung von 2,5 kV ausgesetzt. Anschließend wurde 1 ml SOC-Medium zum 
Ansatz gegeben und dieser 1 h bei 37°C und 500 - 600 rpm inkubiert. Nach 
Ausplattierung auf LB-AIX-Platten und Inkubation über Nacht bei 37°C erfolgte die 
Auswahl geeigneter Klone mittels Blue-White-Screening. Von den 20 ausgewählten 
Klonen wurde eine Übernachtkultur angesetzt. Die Isolierung der DNA aus den 
Übernachtkulturen erfolgte mittels des QIAPrep Miniprep Kits (QIAGEN) nach 
Herstellerangaben. Die Sequenzierung der Klone wurde von Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg) unter Verwendung des Primers T7 durchgeführt. 
 
2.5 Demethylierung mittels 5-Aza-2′-desoxycytidin 
Zur Demethylierung der CpG-Insel wurde eine Chorionzotten-Zellkultur (Publikation 
IV) mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2′-desoxycytidin (5-Aza-dC) 
behandelt, der die Methylierung des neusynthetisierten Stranges nach einer 
Zellteilung verhindert. Dazu wurde 5-Aza-dC in einer Endkonzentration von 2,5 M ins 
Zellkulturmedium gegeben und die Zellen 72 h wachsen gelassen. Eine 
unbehandelte Zellkultur diente als Kontrolle.  
 
ERGEBNISSE 13 
 
3 Ergebnisse 
In diesem Abschnitt werden die im Rahmen dieser Dissertation verfassten Artikel 
vorgestellt. Die experimentellen Ergebnisse werden in den Publikationen I, II und IV 
dargelegt. Bei den beiden weiteren Publikationen handelt es sich um einen Review-
Artikel über C19MC in Form eines „Invited Commentary“ zu Fornari et al. (2012) 
(Publikation III) sowie um eine Hypothese zur Funktion von C19MC (Publikation V). 
 
3.1 Publikation I: Activation of the two microRNA clusters C19MC and 
miR-371-3 does not play prominent role in thyroid cancer (Rippe, 
Flor et al., 2012) 
Die Tumoren der Schilddrüse werden in epitheliale und nicht-epitheliale Tumoren 
unterteilt, wobei nicht-epitheliale Schilddrüsentumoren äußerst selten sind (Schmid et 
al., 2003). 80–90 % der epithelialen Schilddrüsentumoren sind benigne Tumoren, bei 
denen es sich wiederum zu fast 100 % um follikuläre Adenome handelt. Maligne 
Schilddrüsentumoren machen dementsprechend ca. 10–20 % der epithelialen 
Schilddrüsentumoren aus (Perren et al., 2008). An ihnen erkranken in Deutschland 
jährlich ca. 4200 Frauen und 1700 Männer (Stand: 2010) (Krebs in Deutschland 
2009/2010, 2013). Die WHO unterteilt sie in follikuläre (FTC), papilläre (PTC), gering 
differenzierte (PDTC), anaplastische (ATC) und medulläre (MTC) 
Schilddrüsenkarzinome (De Dellis et al., 2004). Bei FTC und PTC handelt es sich um 
differenzierte, bei ATC um undifferenzierte Tumoren (Schmid et al., 2003). FTC, 
PTC, PDTC und ATC gehen aus den Follikelepithelzellen (Thyreozyten) hervor, 
welche die Schilddrüsenhormone Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3) produzieren 
und sezernieren, MTC dagegen aus den parafollikulären C-Zellen, die das Hormon 
Calcitonin produzieren (Welsch, 2010; Nikiforov und Ohori, 2012). Eine Untergruppe 
des FTC ist das onkozytäre Schilddrüsenkarzinom (auch Hürthle-Zell-Karzinom oder 
oxyphiles Karzinom genannt), welches allerdings von einigen Autoren auch als 
separate Entität angesehen wird (Nikiforov, 2012). 
Ca. 45 % der Schilddrüsenadenome weisen chromosomale Aberrationen auf, in ca. 
21 % dieser Fälle handelt es sich dabei um eine Translokation im Bereich der Bande 
19q13.4 (Belge et al., 1998; Belge et al., 2001). Diese Translokation bewirkt die 
Aktivierung der dort lokalisierten miRNA-Cluster C19MC und miR-371-3 (Rippe et al., 
ERGEBNISSE 14 
 
2010). Es wurde daher eine Beteiligung dieser miRNAs an der Tumorgenese von 
Schilddrüsenadenomen vermutet. miRNAs beider Cluster wurden bereits mit 
tumorigenen Wirkungen wie z.B. der Steigerung der Proliferation (Voorhoeve et al., 
2006; Lee et al., 2009; Li et al., 2009; Qi et al., 2009; Wu et al., 2010; Toffanin et al., 
2011; Wu et al., 2011; Fornari et al., 2012; Yamashita et al., 2012; Zhou et al., 
2012a; Zhou et al., 2012b) oder der Invasions- und Migrationsfähigkeit (Huang et al., 
2008; Yu et al., 2008; Yang et al., 2009; Cairo et al., 2010; Su et al., 2010; Toffanin 
et al., 2011; Yan et al., 2011; Fornari et al., 2012; Liu und Wilson, 2012; Zhou et al., 
2012a; Pang et al., 2014; Tay et al., 2014; Kan et al., 2015; Yang et al., 2015; Zhang 
et al., 2015) in Verbindung gebracht. Da die beiden letztgenannten Eigenschaften 
nur malignen Tumoren zu Eigen sind, warf dies die Frage auf, ob die 
translokationsbedingte Aktivierung von C19MC und miR-371-3 in follikulären 
Schilddrüsenzellen einen wichtigen Schritt bei der malignen Transformation darstellt 
und ob die Aktivierung dieser Cluster Schilddrüsenadenome zur malignen 
Transformation prädisponiert. Sollte dies der Fall sein, so wäre zu erwarten, dass 
auch bei Schilddrüsenkarzinomen Fälle von erhöhter C19MC- und miR-371-3-
Expression auftreten.  
Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Publikation 
insgesamt 114 maligne Schilddrüsentumoren unterschiedlicher Histologie (papilläre 
Karzinome (n = 78), follikuläre Karzinome (n = 25), anaplastische Karzinome (n = 8), 
medulläre Karzinome (n = 2), onkozytäres Karzinom (n = 1)) untersucht. Zunächst 
erfolgte die Messung von miR-372-3p mittels qRT-PCR. Als Kontrollen dienten 
normales Schilddrüsengewebe sowie eine Probe eines Schilddrüsenadenoms mit 
nachgewiesener 19q13.4-Translokation als Positivkontrolle. In den 
Schilddrüsenkarzinomen konnte eine erhöhte Expression über bzw. etwa auf dem 
Niveau der Positivkontrolle nur in zwei Fällen (KS 13 (PTC) und KS 100 (ATC)) 
festgestellt werden. Zur Kontrolle, ob diese Expression tumorspezifisch ist, wurde 
anschließend von diesen beiden Proben Normalgewebe aus der Umgebung des 
Tumors untersucht. Die Überexpression von miR-372-3p konnte ausschließlich im 
Tumorgewebe festgestellt werden. Um die Ergebnisse weiter abzusichern, wurde in 
KS 13 und KS 100 sowie jeweils einer Tumorprobe der häufigsten histologischen 
Untergruppen von Schilddrüsenkarzinomen (papilläres Karzinom, follikuläres 
Karzinom, anaplastisches Karzinom und medulläres Karzinom) zusätzlich 
miR-371a-3p gemessen. Die Ergebnisse entsprachen denen für miR-372-3p: es 
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wurde eine ähnliche oder sogar deutlich höhere Expression in den Proben KS 100 
und KS 13 im Vergleich zur Positivkontrolle festgestellt, in den anderen Proben 
jedoch eine Expression auf Niveau des Schilddrüsennormalgewebes. 
Anschließend wurde die Expression des Cluster C19MC untersucht. Dazu wurde in 
allen 114 Proben miR-520c-3p gemessen sowie zusätzlich miR-519a-3p in 
denjenigen Proben, in denen bereits miR-371a-3p gemessen worden war. Eine 
Überexpression konnte in keiner der Tumoren nachgewiesen werden, die 
Expressionslevel bewegten sich im Bereich des normalen Schilddrüsengewebes, 
lediglich KS 13 und KS 100 zeigten im Vergleich zum Normalgewebe für 
miR-519a-3p leicht erhöhte Expressionslevel, welche jedoch weit unter denen der 
Positivkontrolle lagen. 
Um zu überprüfen, ob die beiden Proben KS 13 und KS 100 eine 19q13.4-
Translokation aufweisen, wurden sie mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 
(FISH) unter Nutzung einer dual-color-break apart-rearrangement-Sonde (TBPC19; 
thyroid adenoma breakpoint cluster 19q13.4), welche die Bruchpunktregion abdeckt, 
untersucht. In keinem der beiden Tumoren konnte eine 19q13.4-Translokation 
festgestellt werden. 
Die Tatsache, dass in keinem der untersuchten Schilddrüsenkarzinome eine erhöhte 
Expression von C19MC- und miR-371-3-miRNAs auf dem Niveau der von der 
Translokation betroffenen Schilddrüsenadenome festgestellt wurde, spricht dafür, 
dass die Expression in Schilddrüsenepithelzellen bzw. -adenomen keine 
Prädisposition für maligne Entartung darstellt und die miRNAs in diesem zellulären 
Kontext offenbar keine malignen Eigenschaften verleihen. 
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3.2 Publikation II: Expression of microRNAs of C19MC in different 
histologic types of testicular germ cell tumour (Flor et al., im Druck) 
Als weitere Tumorentität wurden im Rahmen dieser Arbeit testikuläre 
Keimzelltumoren (TGCTs) untersucht. TGCTs werden unterteilt in Seminome, die 
ca. 45 % der Fälle ausmachen, und Nicht-Seminome (ca. 30–35 %). Die restlichen 
ca. 15–20 % sind Tumoren mit sowohl seminomatösen als auch nicht-
seminomatösen Anteilen. Klinisch werden diese aber stets den Nicht-Seminomen 
zugeordnet. Bei den Nicht-Seminomen kann es sich um embryonale Karzinome 
(ECs) (14–20 % der Keimzelltumoren), Teratome (3-7 %), Dottersacktumoren (2 %; 
bei Erwachsenen nur als Mischtumor mit anderen Nicht-Seminom-Typen auftretend) 
oder Chorionkarzinome (< 0,5 %) sowie um Mischformen aus zwei oder mehr dieser 
Tumortypen handeln (Mikuz, 2008). 
In TGCTs ist die Expression des Clusters miR-371-3 gut untersucht und es wird, mit 
Ausnahme der Teratome, in allen Typen von TGCTs überexprimiert (Voorhoeve et 
al., 2006; Gillis et al., 2007; Murray et al., 2010; Palmer et al., 2010; Bing et al., 2012; 
Dieckmann et al., 2012; Novotny et al., 2012). Bezüglich der Expression von C19MC 
gab es deutlich weniger Untersuchungen. In einer Studie von Novotny et al. (2012) 
wurden ECs und Seminome erwachsener Männer mittels Microarray untersucht und 
eine erhöhte Expression einiger C19MC-miRNAs in ECs im Vergleich zu normalem 
Hodengewebe festgestellt, wohingegen andere C19MC-miRNAs keine erhöhte 
Expression in ECs oder Seminomen aufwiesen. Bei der Untersuchung einiger Typen 
pädiatrischer Keimzelltumoren (sowohl von männlichen als auch von weiblichen 
Patienten) wurde ebenfalls eine Überexpression von C19MC-miRNAs in 
embryonalen Karzinomen festgestellt (Palmer et al., 2010). 
 
Aufgrund der Tatsache, dass beide Cluster in der Plazenta (Liang et al., 2007) und in 
embryonalen Stammzellen (ESCs) (Bar et al., 2008; Cao et al., 2008; Laurent et al., 
2008; Morin et al., 2008; Ren et al., 2009), aber auch in Schilddrüsenadenomen 
(Rippe et al., 2010) und einigen weiteren Tumorentitäten wie bestimmten 
pädiatrischen Gehirntumoren (Li et al., 2009; Pfister et al., 2009; Kleinman et al., 
2014) und Nebenschilddrüsenkarzinomen coexprimiert werden (Vaira et al., 2012), 
vermuteten wir eine Expression von C19MC auch in TGCTs. Um dies zu 
untersuchen, wurde in Publikation II bei insgesamt 25 TGCTs unterschiedlicher 
Tumortypen und -stadien mittels qRT-PCR die Expression von miR-517a-3p, 
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-519a-3p, und -519c-3p gemessen. Normales Hodengewebe sowie andere normale 
adulte Gewebe (Schilddrüse, Endometrium und Duodenum) dienten als Kontrollen 
bzw. Vergleichsproben.  
Für die C19MC-miRNAs wurden in Hodennormalgewebe Expressionswerte deutlich 
über dem anderer normaler adulter Gewebe gemessen (zwischen 53- und 1086fach). 
Bei der Untersuchung der TGCTs wurde eine unterschiedlich starke Expression 
abhängig von Tumortyp und -stadium festgestellt. Seminome und Teratome (bzw. 
Proben mit hohem Teratomanteil) im Tumorstadium 1 zeigten keine C19MC-
Überexpression, sondern ein ähnliches (z. T. niedrigeres) Expressionsniveau wie 
Hoden-Normalgewebe. In den Stadien 2 und 3 wiesen sie jedoch eine erhöhte 
Expression auf. Nicht-Seminome (mit Ausnahme der Teratome) wiesen unabhängig 
vom klinischen Stadium erhöhte Werte auf, wobei die Expression mit höherem 
Stadium noch zunahm. Zusammenfassend konnte für alle drei untersuchten C19MC-
miRNAs ein signifikanter Unterschied zwischen Nicht-Seminomen und Seminomen 
(p < 0,01) sowie zwischen den Proben in Tumorstadium 1 und den Proben in 
Tumorstadium 2 und 3 (p < 0,01) festgestellt werden. Eine erhöhte C19MC-
Expression ist also mit erhöhter Malignität assoziiert. 
Anschließend wurden bei 22 dieser 25 Patienten prä- und postoperativ entnommene 
Serumproben untersucht. Bei den meisten Nicht-Seminom-Patienten im 
Tumorstadium 1 wurde präoperativ ein erhöhter Serumwert, d. h. höher als in 
Kontroll-Seren gesunder Männer, gemessen. Die Fälle 13 und 16 wiesen jedoch 
keine erhöhten Serum-Werte auf und Fall 21 (> 95 % Teratom) wies erhöhte 
Serumwerte auf, obwohl im Tumorgewebe keine Überexpression festgestellt worden 
war. Die Werte der Seminom-Patienten im Stadium 1 waren auf dem Niveau der 
Kontrollen, was auch dem Zustand im Gewebe entspricht. Bei allen Patienten im 
Tumorstadium 1 mit erhöhtem präoperativen Serumwert, fiel dieser Wert nach der 
OP auf Kontrollniveau ab.  
Bei allen Patienten im Tumorstadium 2 oder 3, egal welchen histologischen Typs, 
waren die präoperativen Serumwerte gegenüber den Kontrollen erhöht. Postoperativ 
wurde bei vier Patienten ein Serumwert auf Niveau der Kontrollen festgestellt, bei 
zwei Patienten war der Wert zwar gefallen, jedoch noch über Kontrollniveau und in 
einem Fall war der postoperativ gemessene Wert gegenüber dem präoperativen 
sogar erhöht.  
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Auch im Serum konnte ein statistisch signifikant höheres Level von miR-517a-3p bei 
Patienten im Stadium 2 oder 3 im Vergleich zu Patienten im Stadium 1 (p < 0,01) und 
bei Nicht-Seminom-Patienten im Vergleich zu Seminom-Patienten (p < 0,01) 
festgestellt werden. 
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Eigenanteil 
o Durchführung der RNA-Isolierung zusammen mit M. Spiekermann, cDNA-
Synthese und Präamplifizierung sowie der qRT-PCR und deren Auswertung 
o Statistische Auswertung 
o Planung der Studie und Verfassen des Manuskripts zusammen mit J. 
Bullerdiek  
ERGEBNISSE 28 
 
 
 
 
 
Aus urheberrechtlichen Gründen ist die Publikation 
 
Flor I, Spiekermann M, et al. (im Druck). Expression of 
microRNAs of C19MC in different histologic types of testicular 
germ cell tumours. Cancer Genomics and Proteomics 13(4). 
 
nicht enthalten. 
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3.3 Publikation III: The dark side of a success story: microRNAs of the 
C19MC cluster in human tumours (Flor und Bullerdiek, 2012) 
Die Ergebnisse der Publikationen I und II legen nahe, dass die miRNAs von C19MC 
in verschiedenen Tumorentitäten unterschiedliche Wirkungen haben. Diese 
funktionelle Diversität von C19MC wurde in der Publikation III, einem „Invited 
Commentary“ zu dem Artikel In hepatocellular carcinoma miR-519d is up-regulated 
by p53 and DNA hypomethylation and targets CDKN1A/p21, PTEN, AKT3 and 
TIMP2 von Fornari et al. erschienen im Journal of Pathology (227(3)) im Jahr 2012, 
thematisiert.  
Nach einer kurzen Einführung über miRNAs im Allgemeinen und über C19MC 
bezüglich dessen Evolution sowie Regulation und Expression unter physiologischen 
Bedingungen, wird die Rolle von miRNAs und insbesondere C19MC in Tumoren 
dargelegt. Die in dem kommentierten Artikel präsentierten Ergebnisse werden kurz 
zusammengefasst und in Bezug zu anderen Erkenntnissen über miRNAs von 
C19MC gesetzt. Dazu wurde eine umfassende Literaturrecherche zu den 
entsprechenden miRNAs durchgeführt. Ziel war es, einen möglichst vollständigen 
Überblick über die bisher in Tumoren beschriebenen Funktionen und 
Expressionsdaten zu C19MC zu erhalten. Von insgesamt 32 betrachteten 
Publikationen, in denen eine oder mehrere miRNAs von C19MC untersucht wurden, 
waren C19MC-miRNAs in 19 Untersuchungen unterexprimiert oder übten eine 
tumorsuppressive Funktionen aus, in 13 Publikationen überexprimiert bzw. mit 
onkogenen Funktion assoziiert. 
Aus der Betrachtung der Literatur wurde demnach deutlich, dass die Funktionen von 
C19MC-miRNAs vielfältig und häufig sogar gegensätzlich sind und dass die Wirkung 
dieser miRNAs offenbar abhängig vom zellulären Kontext ist. 
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Eigenanteil 
o Verfassen des Manuskripts zusammen mit J. Bullerdiek 
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3.4 Publikation IV: Abundant expression and hemimethylation of C19MC 
in cell cultures from placenta-derived stromal cells (Flor et al., 2012) 
Um eine Vorstellung von der natürlichen Funktion von C19MC zu erhalten, wurde 
nun die Plazenta näher betrachtet, da in diesem Gewebe C19MC 
physiologischerweise exprimiert wird (Bentwich et al., 2005; Liang et al., 2007; 
Bortolin-Cavaillé et al., 2009; Tsai et al., 2009). 
Die Entwicklung der Plazenta beginnt mit der Implantation der Blastozyste am 6. Tag 
post conceptionem (p. c.) in den Uterus. Ab diesem Zeitpunkt differenzieren sich die 
Trophoblastzellen, welche die Blastozyste als einlagige Zellschicht umgrenzen, in 
den innen liegenden Zytotrophoblasten und den äußeren mehrkernigen 
Synzytiotrophoblasten, der durch Verschmelzung von Trophoblastzellen entsteht 
(Kaufmann, 2010). Der Synzytiotrophoblast verdrängt Zellen des Endometriums, bis 
die Blastozyste am ca. 12. Tag p. c. schließlich vollständig in diesem eingebettet ist 
(Huppertz, 2008). Die endometrialen Zellen werden in dieser Zeit durch die 
sogenannte Dezidualreaktion in Deziduazellen umgewandelt (Kaufmann, 2010).  
Die wichtigsten funktionellen Einheiten der Plazenta, welche die physiologischen 
Austauschvorgänge zwischen Mutter und Embryo bzw. Fetus vermitteln, sind die 
Chorionzotten. Deren Entstehung beginnt mit der Bildung von Fortsätzen durch den 
Synzytiotrophoblasten, in die vom 12.–15. Tag p. c. auch Zytotrophoblastzellen 
einwachsen (Kaufmann, 2010). Ab dem 15. Tag p. c. wachsen extraembryonale 
Mesenchymzellen in die Zotten ein (Ulfig, 2005; Wilting, 2010). In der dritten 
Schwangerschaftswoche (SSW) differenziert sich das extraembryonale Mesenchym 
zu Bindegewebe, Makrophagen (Hofbauer-Zellen) und fetalen Blutgefäßen (James et 
al., 2012). Dieser von Trophoblast umgebene Kern der Zotten wird als Zottenstroma 
bezeichnet (Kaufmann, 2010). Währenddessen wachsen in einigen Zotten die 
Zytotrophoblastzellen durch den Synzytiotrophoblasten bis zur Dezidua durch und 
bilden dort eine Zellsäule, so dass sich diese Zotten in der Dezidua verankern 
(Haftzotten). Einige Zytotrophoblastzellen verlassen die Zellsäule und wandern weiter 
in die Dezidua und bis ins innere Drittel des Myometriums ein. Da sich diese 
Trophoblastzellen nun außerhalb der Zotten befinden, spricht man vom extravillösen 
Trophoblasten (EVT). Einige EVT-Zellen dringen in die uterinen Spiralarterien ein 
(endovaskulärer EVT), wo sie zunächst Plugs bilden, so dass nur Blutplasma in den 
intervillösen Raum fließen kann, weshalb im ersten Trimester hypoxische 
Bedingungen herrschen (Huppertz et al., 2012). Ab dem 4. Monat wandeln sie die 
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Spiralarterien in utero-plazentale Arterien um, die sich durch einen geringen 
Gefäßwiderstand und hohe Kapazität auszeichnen (Ji et al., 2013). 
 
Laut Publikationen von Zhang et al. (2008) und Luo et al. (2009) wird C19MC 
ausschließlich im Synzytiotrophoblasten und nicht im Zottenstroma exprimiert. In 
diesen Veröffentlichungen waren Gewebeschnitte von Chorionzotten aus dem ersten 
Trimester bzw. aus reifer Plazenta mittels ISH bzw. FISH auf C19MC-miRNAs 
(genauer miR-498, -516-5p und -520e (Zhang et al., 2008) bzw. miR-517b-3p (Luo et 
al., 2009)) hin untersucht worden. Beide Studien wiesen die jeweils untersuchten 
miRNAs ausschließlich im Synzytiotrophoblasten nach, wohingegen sie im 
Zottenstroma nicht detektiert wurden. 
Zur Validierung bzw. Überprüfung dieser Ergebnisse wurden in dieser Arbeit 
plazentare Stromazellen noch einmal gesondert betrachtet und dazu Langzeit-
Zellkulturen von Chorionzottenbiopsien untersucht. Diese Zellkulturen bestehen 
ausschließlich aus mesenchymalen Stamm-/Stromazellen (MSCs) und enthalten 
keine Trophoblastzellen (Songster et al., 1992; Yong et al., 2011). miR-520c-3p 
wurde in 20 Langzeit-Zellkulturen von Chorionzottenzellen, die zwischen der 10. und 
14. SSW im Zuge einer Chorionzottenbiopsie entnommen wurden, gemessen. 
Zusätzlich wurden miR-517a-3p sowie miR-519a-3p in sechs bzw. vier dieser 
Zellkulturen gemessen. Als Vergleichsproben dienten ein Schilddrüsenadenom ohne 
(S925) und eines mit 19q13.4-Translokation (S958) und entsprechend niedriger bzw. 
hoher Expression von C19MC. In allen Stromazellen des ersten Trimesters war die 
Expression von miR-517a-3p und miR-519a-3p ähnlich hoch wie im 
Schilddrüsenadenom mit 19q13.4-Translokation. Im Fall von miR-520c-3p lagen die 
gemessenen Werte sogar noch deutlich höher. 
Um auszuschließen, dass diese hohe Expression auf Erst-Trimester-Stromazellen 
beschränkt ist, wurde eine Langzeitzellkultur von reifer Plazenta angelegt. Außerdem 
wurde FFPE-Plazentagewebe und FFPE-Gewebe der chorioamniotischen Membran 
der gleichen Plazenta untersucht. Auch in den Stromazellen der reifen Plazenta 
wurden für miR-519a-3p und miR-517a-3p ähnlich hohe bzw. für miR-520c-3p sogar 
höhere Expressionslevel als in S958 gemessen. Im zugehörigen Plazentagewebe 
sowie der chorioamniotischen Membran wurden ebenfalls hohe Expressionen auf 
dem Niveau von S958 festgestellt.  
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Die Expression von C19MC wird durch eine upstream gelegene CpG-Insel gesteuert 
und erfolgt in der Plazenta ausschließlich vom paternalen Allel (Tsai et al., 2009; 
Noguer-Dance et al., 2010). Um den Methylierungsstatus auch in den 
Stromazellkulturen zu bestimmen, wurde bei einer der Erst-Trimester-
Stromazellkulturen ein Bereich der CpG-Insel mittels PCR amplifiziert und in E. coli 
JM109 Bakterien kloniert. Von den 20 sequenzierten Klonen waren 19 auswertbar. 
Neun davon waren zwischen 84 und 100 % methyliert (bezogen auf die im 
untersuchten Bereich vorhandenen CpG-Stellen), ein Klon war zu 63 % methyliert. 
Die restlichen Klone waren an allen untersuchten CpG-Stellen unmethyliert. Daraus 
ergibt sich ein Verhältnis von ca. 1:1 von methylierten zu unmethylierten Klonen, was 
dafür spricht, dass die Erst-Trimester-Stromazellen ein methyliertes und ein 
unmethyliertes Allel besitzen. Um dieses Ergebnis zu validieren, wurde eine Erst-
Trimester-Stromazellkultur mit dem DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza-2′-
desoxycytidin behandelt und anschließend die miR-520c-3p-Expression gemessen. 
Aufgrund der Tatsache, dass bereits eine hohe Expression von einem Allel vorliegt, 
kann die Demethylierung des zweiten Allels maximal eine Verdopplung der 
Expression bewirken. Tatsächlich steigerte sich die Expression lediglich auf das 
1,3fache gegenüber der unbehandelten Kontrollkultur. 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass C19MC nicht ausschließlich in 
Trophoblastzellen, sondern auch in den MSCs von Erst-Trimester- und reifer 
Plazenta stark exprimiert wird und dass das Methylierungsmuster in Zellkulturen von 
Stromazellen dem von nativer Plazenta entspricht. Außerdem wurde gezeigt, dass 
auch in der chorioamniotischen Membran C19MC hoch exprimiert wird. 
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Eigenanteil 
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3.5 Publikation V: Exosome-delivered microRNAs of "chromosome 19 
microRNA cluster" as immunomodulators in pregnancy and 
tumorigenesis (Bullerdiek und Flor, 2012).  
In dieser Publikation wird eine Hypothese bezüglich der Funktion von C19MC 
präsentiert. 
In Publikation IV wurde gezeigt, dass in der Plazenta auch Zellen des Zottenstromas, 
also mesenchymale Stamm-/Stromazellen (MSCs), sowie die chorioamniotische 
Membran, C19MC exprimieren. MSCs aus der Plazenta und der chorioamniotischen 
Membran weisen eine immunsuppressive Wirkung auf (Bailo et al., 2004; Chang et 
al., 2006; Magatti et al., 2008; Roelen et al., 2009; Abumaree et al., 2012). Auch von 
der Plazenta sezernierte Exosomen wirken immunsuppressiv (Frangsmyr et al., 
2005; Sabapatha et al., 2006; Taylor et al., 2006; Hedlund et al., 2009; Mincheva-
Nilsson und Baranov, 2010; Stenqvist et al., 2013) und enthalten C19MC-miRNAs 
(Luo et al., 2009; Donker et al., 2012). Diese Tatsachen führten zu der Überlegung, 
dass C19MC-miRNAs während der Schwangerschaft an der Modulation des 
mütterlichen Immunsystems und damit der Toleranz gegenüber dem semiallogenen 
Fetus und der Plazenta beteiligt sein könnten und dass diese Wirkung durch die 
Sekretion von C19MC-miRNAs enthaltenden Exosomen vermittelt wird. 
Auch einige Schilddrüsenadenome exprimieren C19MC (Rippe et al., 2010), jedoch 
ist bislang nicht bekannt, welche Funktion diese miRNAs dort erfüllen und wie sie zur 
Tumorgenese beitragen. Allerdings wurde in Publikation I gezeigt, dass sie offenbar 
keine malignen Funktionen ausüben. Sollten C19MC-miRNAs enthaltende 
Exosomen eine immunsuppressive Wirkung haben, so könnten sich auch 
Schilddrüsentumoren (und andere Tumoren), die C19MC überexprimieren, diesen 
Mechanismus zunutze machen um sich vor Angriffen des Immunsystems zu 
schützen.  
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o Entwicklung der Hypothese und Verfassen des Manuskripts zusammen mit J. 
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4 Diskussion 
miRNAs spielen als posttranskriptionelle Genregulatoren eine wichtige Rolle in 
diversen zellulären Prozessen. Fehlsteuerungen in der Expression von miRNAs 
können daher weitreichende Folgen haben. Dementsprechend wurde die aberrante 
Expression von miRNAs mit verschiedensten Tumoren und anderen Erkrankungen in 
Verbindung gebracht. 
Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der miRNA-Cluster C19MC und 
miR-371-3, welche physiologischerweise in embryonalen Stammzellen (Bar et al., 
2008; Cao et al., 2008; Laurent et al., 2008; Morin et al., 2008; Ren et al., 2009) und 
der Plazenta (Bentwich et al., 2005; Liang et al., 2007; Bortolin-Cavaillé et al., 2009; 
Tsai et al., 2009) exprimiert werden, die aber auch mit der Entstehung verschiedener 
Tumoren in Verbindung gebracht wurden, darunter testikuläre Keimzelltumoren (Gillis 
et al., 2007; Murray et al., 2010; Palmer et al., 2010; Bing et al., 2012; Dieckmann et 
al., 2012; Novotny et al., 2012) und Schilddrüsenadenome (Rippe et al., 2010). 
Noduläre Veränderungen der Schilddrüse betreffen in Deutschland ungefähr jeden 
dritten Erwachsenen. Dies ist damit die häufigste endokrine Erkrankung in 
Deutschland (Karger et al., 2006). Bei diesen Veränderungen kann es sich sowohl 
um hyperplastische oder adenomatöse Strumaknoten als auch um benigne oder 
maligne Tumoren handeln (Schmid, 1997). Die überwiegende Mehrheit (80–90 %) 
der Tumoren sind follikuläre Adenome (Perren et al., 2008). In ca. 9 % der 
Schilddrüsenadenome liegt eine Translokation unter Beteiligung der 
Chromosomenbande 19q13.4 vor (Belge et al., 1998), welche die Aktivierung der 
dort lokalisierten miRNA-Cluster C19MC und miR-371-3 bewirkt (Rippe et al., 2010). 
Deren Rolle bei der Tumorgenese von Schilddrüsenadenomen ist bislang unklar. Da 
diese miRNAs aber mit verschiedenen malignen Funktionen wie Invasion und 
Migration in Verbindung gebracht wurden (Huang et al., 2008; Yu et al., 2008; Yang 
et al., 2009; Cairo et al., 2010; Su et al., 2010; Toffanin et al., 2011; Yan et al., 2011; 
Fornari et al., 2012; Liu und Wilson, 2012; Zhou et al., 2012a), wäre es denkbar, 
dass die Expression von C19MC und miR-371-3 in Schilddrüsenepithelzellen bzw. 
Schilddrüsenadenomen einen ersten Schritt zur malignen Entartung darstellt bzw. die 
Zellen zur malignen Transformation prädisponiert.  
Zumindest für follikuläre Schilddrüsenkarzinome (FTC) wurde eine Entwicklung aus 
follikulären Adenomen (FA) postuliert (Adenom-Karzinom-Sequenz) (Arora et al., 
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2008), da FTC ebenso wie FA RAS-Mutationen (in 30–50 % der Fälle) sowie 
PAX8/PPARG-Rearrangements (25–56 %) aufweisen (Karger et al., 2006) und sich 
auch andere genetische Veränderungen wie die Deregulation des 
Transkriptionsfaktors FOXO3 sowohl bei FTC als auch bei FA finden. Es wird daher 
von einigen Autoren vermutet, dass zumindest in manchen FA ein malignes Potential 
vorhanden ist (Arora et al., 2008; Schmid, 2010). Ein solches malignes Potential 
könnte auch in der Expression von C19MC und miR-371-3 bestehen. 
Bisher wurde die Expression von C19MC und miR-371-3 nur in 
Schilddrüsenadenomen untersucht (Rippe et al., 2010). Sollte aber ein durch die 
Expression von C19MC- und miR-371-3 bedingtes malignes Potential bestehen, 
müsste sich deren Überexpression auch in einigen Schilddrüsenkarzinomen 
feststellen lassen. Daher wurden insgesamt 114 Schilddrüsenkarzinome auf die 
Expression von miR-371-3 und C19MC hin untersucht. Es konnte lediglich bei zwei 
Proben, einem PTC und einem ATC, eine geringe Erhöhung von miR-372-3p und 
miR-371a-3p festgestellt werden, die allerdings nicht mit einer Erhöhung der C19MC-
miRNAs einherging. Bei diesen Fällen konnte auch keine 19q13.4-Translokation 
festgestellt werden (Rippe et al., 2012). Die Ergebnisse liefern daher keinerlei 
Hinweise darauf, dass die Expression von C19MC und miR-371-3 in follikulären 
Schilddrüsenzellen bzw. -adenomen eine Prädisposition für maligne Entartung 
darstellt bzw. diesen maligne Eigenschaften verleiht. Dementsprechend scheint auch 
die Entstehung eines FTC aus zumindest dieser Untergruppe von FA im Sinne einer 
Adenom-Karzinom-Sequenz unwahrscheinlich. 
Eine weitere Tumorentität, die in dieser Dissertation untersucht wurde, sind 
testikuläre Keimzelltumoren (TGCTs). Hodentumoren machen zwar nur ca. 1,5 % der 
Krebserkrankungen erwachsener Männer in Deutschland aus, sind aber in der 
Altersgruppe von 25–45 Jahren die häufigsten malignen Tumoren (Krebs in 
Deutschland 2009/2010, 2013). Die Inzidenz von Hodentumoren schwankt 
beträchtlich geographisch und nach ethnischer Herkunft. Die höchsten 
(altersstandardisierten) Inzidenzen mit 8–10/100.000 gibt es in Norwegen, 
Dänemark, Deutschland, der Schweiz und Ungarn (Woodward et al., 2004). In der 
Altersgruppe von 25–34 Jahren erkranken in Deutschland im Jahr sogar 20/100.000 
Männern. Die Inzidenz hat in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen, mit 
jährlichen Steigerungsraten von 3–5 % in den Ländern Nord- und Mitteleuropas 
(Mikuz, 2014). In dieser Arbeit wurde die Expression von C19MC in insgesamt 25 
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TGCTs unterschiedlicher Histologie und klinischer Stadien untersucht. Außerdem 
wurde die Expression in Hoden-Normalgewebe mit anderen adulten Normalgeweben 
verglichen. Im Hoden-Normalgewebe wurden für die untersuchten C19MC-miRNAs 
deutlich höhere Expressionswerte als in anderen normalen adulten Geweben 
gemessen (Flor et al., im Druck). Die Expression von C19MC wird von einer CpG-
Insel beeinflusst, welche parentalem Imprinting unterliegt (Tsai et al., 2009; Noguer-
Dance et al., 2010). In Vorläuferkeimzellen wird das Imprinting-Muster gelöscht, d. h. 
Imprinting-Gene sind demethyliert (Sasaki und Matsui, 2008; Cedar und Bergman, 
2012). Die meisten Imprinting-Gene werden während der Oogenese de novo 
methyliert, bleiben jedoch während der Spermatogenese unmethyliert (Cedar und 
Bergman, 2012). Tatsächlich haben Noguer-Dance et al. (2010) gezeigt, dass die 
C19MC-CpG-Insel in Spermien unmethyliert (in Oozyten hingegen methyliert) ist. Da 
Keimzellen in unterschiedlichen Reifegraden von Spermatogonien bis zu Spermien 
den Hauptanteil an Zellen im Hodengewebe bilden (Haider, 2010), ist anzunehmen, 
dass die hohe Expression von C19MC in Hodengewebe von den Keimzellen 
herrührt, in denen die C19MC-GpG-Insel unmethyliert ist. 
In den untersuchten TGCTs wurde eine differentielle Expression von C19MC 
abhängig von Tumortyp und -stadium festgestellt, d. h. eine erhöhte Expression im 
Vergleich zu Hodennormalgewebe wurde bei Nicht-Seminomen und in höheren 
klinischen Stadien (unabhängig vom Tumortyp) gemessen (Flor et al., im Druck). 
C19MC verhält sich damit in TGCTs anders als miR-371-3, bei dem generell eine 
Überexpression in TGCTs (außer in Teratomen) festgestellt wurde (Voorhoeve et al., 
2006; Gillis et al., 2007; Murray et al., 2010; Palmer et al., 2010; Bing et al., 2012; 
Dieckmann et al., 2012; Novotny et al., 2012). Nicht-Seminome sind in ihrem 
Verhalten generell aggressiver als Seminome, das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 
25, bei Seminomen hingegen bei 35 Jahren (Oosterhuis und Looijenga, 2005). Die 
klinischen Stadien 2 und 3 sind dadurch charakterisiert, dass bei ihnen bereits 
Metastasen in nahegelegenen (Stadium 2) bzw. entfernten Lymphknoten oder 
anderen Organen (Stadium 3) vorhanden sind. Die erhöhte Expression von C19MC-
miRNAs ist also mit einem aggressiveren Phänotyp der Tumoren verknüpft. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass C19MC in TGCTs an der Verleihung maligner 
Eigenschaften beteiligt sein könnte und bspw. die Fähigkeit zur Metastasierung 
fördert.  
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TGCTs können nach ihrer Epidemiologie, klinischem Verhalten, Histologie und 
chromosomaler Konstitution in drei Untergruppen eingeteilt werden (Woodward et al., 
2004). Die bei Jugendlichen und jüngeren Männern auftretenden TGCTs werden 
dem Typ II zugeordnet (Oosterhuis und Looijenga, 2005). Man geht davon aus, dass 
alle Typ II-TGCTs aus einer gemeinsamen Vorläuferläsion, im deutschen 
Sprachraum meist TIN (testikuläre intraepitheliale Neoplasie) genannt, hervorgehen. 
Diese wiederum entwickelt sich aus einer Vorläuferkeimzelle, deren Reifung noch 
während der Embryonalentwicklung blockiert wird, woraufhin möglicherweise bereits 
während dieser Phase erste Schritte der malignen Transformation ablaufen. 
Wahrscheinlich ausgelöst durch Änderungen im Hormonhaushalt mit Einsetzen der 
Pubertät werden weitere Veränderungen induziert, so dass schließlich die 
eigentlichen TINs entstehen (Rajpert-De Meyts, 2006). Wie oben beschrieben ist das 
Imprinting-Muster in Vorläuferkeimzellen gelöscht (Sasaki und Matsui, 2008; Cedar 
und Bergman, 2012). Ihrer Abstammung aus Vorläuferzellen entsprechend ist das 
Imprinting-Muster auch in TGCTs (vom Typ II) gelöscht (Looijenga et al., 1999; 
Oosterhuis und Looijenga, 2005), d. h. CpG-Inseln von Imprinting-Genen sind 
demethyliert (Okamoto, 2012). Auch TINs zeigen stets eine starke Hypomethylierung 
(Almstrup et al., 2011). Die Expression von C19MC in TGCT reflektiert demnach 
wahrscheinlich die Herkunft des Tumors aus den Vorläuferkeimzellen. Auch bei TINs 
wurde eine Expression von C19MC-miRNAs auf Niveau von Hodennormalgewebe 
und Seminomen festgestellt (Novotny et al., 2012).  
Dem gängigen Modell zufolge entwickelt sich aus einer TIN in der Regel entweder 
ein Seminom oder ein embryonales Karzinom, obwohl auch die Entstehung eines 
embryonalen Karzinoms aus einem Seminom und umgekehrt diskutiert wird 
(Oosterhuis und Looijenga, 2005; Miyai et al., 2013; Boublikova et al., 2014). Alle 
anderen Nicht-Seminome entwickeln sich abhängig vom Pfad und Grad der 
Differenzierung aus den pluripotenten embryonalen Karzinomen (McIntyre et al., 
2008). Bei embryonaler Differenzierung entsteht ein Teratom, bei extraembryonaler 
Differenzierung ein Dottersacktumor oder ein Chorionkarzinom (Wittekind, 2008). Die 
festgestellten C19MC-Expressionsunterschiede in den verschiedenen Tumortypen 
sind möglicherweise durch den eingeschlagenen Differenzierungspfad sowie durch 
andere während der Tumorprogression stattfindende, noch ungeklärte, Prozesse 
bedingt. Im Falle der niedrigeren Expression in Teratomen als in 
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Hodennormalgeweben, könnte dies z.B. die de novo-Methylierung im Zuge der 
somatischen Differenzierung sein.  
Eine weitere Frage bei der Untersuchung von TGCTs war, ob sich C19MC-miRNAs 
auch als Tumormarker eignen. miRNAs sind aufgrund ihrer hohen Stabilität in 
Körperflüssigkeiten als non-invasive Biomarker, mit deren Hilfe Erkrankungen oder 
körperliche Zustände diagnostiziert oder überwacht werden können, sehr 
vielversprechend. Das Potential von miR-371-3, und hier insbesondere von 
miR-371a-3p, als Tumormarker für TGCTs wurde bereits in mehreren Publikationen 
gezeigt (Murray et al., 2011; Belge et al., 2012; Dieckmann et al., 2012; Murray und 
Coleman, 2012; Gillis et al., 2013; Rijlaarsdam et al., 2015; Spiekermann et al., 2015; 
Syring et al., 2015). Ein geeigneter Tumormarker sollte bei Patienten erhöht sein und 
nach Abschluss der Therapie das Niveau von Kontrollpersonen erreichen. In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass miR-517a-3p im Serum von Patienten analog 
zum Zustand im Tumorgewebe erhöht ist, d. h. bei den meisten Nicht-Seminom-
Patienten im klinischen Stadium 1 und bei allen Seminom- und Nicht-Seminom-
Patienten in den klinischen Stadien 2 und 3. Die Level der Patienten in Stadium 2 
und 3 waren zudem signifikant höher als die der Patienten in Stadium 1. Nach der 
OP fielen die Serumwerte bei den Patienten im Stadium 1 direkt auf Kontrollniveau, 
bei den Patienten in Stadium 2 und 3 blieben die Werte teilweise noch über 
Kontrollniveau (Flor et al., im Druck). Die erhöhten Ausgangswerte und die nach der 
OP erhöht bleibenden Werte bei Patienten im Stadium 2 und 3 dürften auf die höhere 
Tumorlast durch die Metastasen bzw. durch die nach der OP noch vorhandenen 
Metastasen bedingt sein. Insgesamt liefert diese Studie erste Hinweise, dass miR-
517a-3p als Tumormarker für bestimmte Typen von TGCTs (möglicherweise in 
Kombination mit miR-371a-3p) geeignet sein könnte. Weitere Untersuchungen, u. a. 
des Verlaufs des Serumlevels bis zum Abschluss der Therapie bei Patienten im 
Stadium 2 und 3, sind notwendig. Zudem sollten auch andere C19MC-miRNAs auf 
ihre Eignung hin überprüft werden.  
Bezüglich der Funktionen von C19MC und miR-371-3 geht aus der ersten Publikation 
dieser Arbeit hervor, dass beide Cluster Schilddrüsentumoren offenbar keine 
malignen Fähigkeiten verleihen, da sie ausschließlich in den benignen 
Schilddrüsenadenomen (Rippe et al., 2010), nicht aber in den malignen 
Schilddrüsenkarzinomen (Rippe et al., 2012) exprimiert werden. Hingegen ist in 
TGCTs eine erhöhte C19MC-Expression mit aggressiveren Tumoren (Tumoren 
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höheren Stadiums und Nicht-Seminome) und damit einer erhöhten Malignität 
verknüpft (Flor et al., im Druck). Für miR-371-3 wurde dies bisher nicht beobachtet, 
sondern dieses Cluster ist in TGCTs generell und damit unabhängig von der 
unterschiedlichen Aggressivität der Tumortypen überexprimiert. miR-371-3 wurde 
jedoch in verschiedenen Untersuchungen mit erhöhter Proliferation in Verbindung 
gebracht (Voorhoeve et al., 2006; Lee et al., 2009; Qi et al., 2009; Wu et al., 2010; 
Wu et al., 2011; Yamashita et al., 2012; Zhou et al., 2012b; Liu et al., 2013; Zhang et 
al., 2013) und könnte diese sowohl in Schilddrüsenadenomen als auch in TGCTs 
fördern.  
Zumindest C19MC hat offenbar in den beiden Tumorentitäten einen 
unterschiedlichen Einfluss. Solche unterschiedlichen und teilweise konträren 
Wirkungen sind, wie in der Einleitung dargestellt und auch in Publikation III (Flor und 
Bullerdiek, 2012) thematisiert wurde, auch in anderen Tumorentitäten festgestellt 
worden und sind offenbar im Zelltyp bzw. -kontext begründet. Dies wird anschaulich 
durch Untersuchungen einer Arbeitsgruppe demonstriert, die sich mit den Funktionen 
von miR-520c-3p und miR-373-3p befasst hat. In einer ersten Publikation (Liu und 
Wilson, 2012) wurde gezeigt, dass die beiden miRNAs in der Fibrosarkomzelllinie 
HT1080 MTOR und SIRT1 herunterregulieren, was wiederum zur Aktivierung des 
RAS/RAF/MEK/ERK- und des NF-B-Signalwegs führt und letztlich die erhöhte 
Expression und Aktivität der Matrix-Metalloproteinase MMP9 bewirkt. Matrix-
Metalloproteinasen spielen beim Gewebeumbau eine wichtige Rolle, indem sie die 
extrazelluläre Matrix proteolytisch abbauen. Sie sind so auch an invasivem 
Wachstum und Angiogenese beteiligt (Brown und Murray, 2015). miR-520c-3p und 
miR-373-3p bewirkten damit in der Zelllinie HT1080 eine gesteigerte 
Migrationsfähigkeit (Liu und Wilson, 2012). In einer zweiten Publikation (Lu et al., 
2015) untersuchte die Arbeitsgruppe weitere Zelllinien (die humane Gliom-Zelllinie 
U87GM und die Prostataepithel-Zelllinie BPH-1) und zeigte, dass MMP14 ebenfalls 
ein Zielgen von miR-520c-3p und miR-373-3p ist. MMP14 wiederum ist ein Aktivator 
der Matrix-Metalloproteinase MMP2. miR-520c-3p und miR-373-3p verhindern somit 
eine Aktivierung von MMP2 und hemmen dadurch die Migrationsfähigkeit der Zellen. 
In den hier untersuchten Zelllinien konnte keine Hochregulation von MMP9 
nachgewiesen werden (Lu et al., 2015), wie es für HT1080 der Fall gewesen war (Liu 
und Wilson, 2012). Es stehen sich hier also in unterschiedlichen Zelllinien zwei 
gegensätzliche Effekte von miR-373-3p und miR-520c-3p gegenüber. Weitere 
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Untersuchungen zeigten, dass miR-373-3p und miR-520c-3p ihren fördernden 
Einfluss auf die Expression von MMP9 nur in Zellen ausüben, in denen bereits MMP9 
exprimiert wird, jedoch nicht in Zellen ohne endogene MMP9-Expression. In 
erstgenannten Zellen überwiegt offenbar der Effekt der Hochregulation von MMP9 
den der Herunterregulation von MMP2, woraus in der Summe ein 
migrationssteigernder Effekt resultiert. In Zellen ohne endogene MMP9-Expression 
bewirkt die alleinige Herunterregulation von MMP2 (ohne die gleichzeitige 
Heraufregulation von MMP9) einen migrationshemmenden Effekt (Lu et al., 2015). 
Dieses Beispiel macht deutlich, welch entscheidende Rolle der Zelltyp bzw. -kontext 
spielt. Ob in der Zelle ein bestimmter Signalweg aktiviert ist oder ein potentielles 
Zielgen überhaupt exprimiert wird, ist ausschlaggebend für die Wirkung, die eine 
miRNA entfaltet. Abhängig davon kann die gleiche miRNA in verschiedenen Tumor- 
bzw. Zelltypen einen onkogenen oder einen tumorsuppressiven Einfluss ausüben. Im 
Falle der gleichzeitigen Hochregulation aller miRNAs von C19MC und miR-371-3 
kommt noch die große Anzahl an deregulierten miRNAs hinzu. C19MC codiert als 
größtes menschliches miRNA-Cluster für 62 reife miRNAs, miR-371-3 für sechs. 
Durch die aberrante Expression aller dieser miRNAs ergeben sich hochkomplexe 
Wechselwirkungen, deren Effekt in der Summe wiederum vom zellulären Kontext 
abhängig ist. 
Um Hinweise auf die natürliche Funktion von C19MC zu erhalten, wurde in dieser 
Arbeit als nächstes die Plazenta, in der C19MC unter physiologischen Bedingungen 
exprimiert wird (Bentwich et al., 2005; Liang et al., 2007; Bortolin-Cavaillé et al., 
2009; Tsai et al., 2009) näher untersucht. Dazu wurden MSCs aus Langzeitkulturen 
von Chorionzottenbiopsien der 10.-14. SSW und aus Langzeitkulturen einer reifen 
Plazenta sowie FFPE-Gewebe von Plazenta und chorioamniotischer Membran der 
gleichen Plazenta untersucht. Erwartungsgemäß wies das FFPE-Plazentagewebe 
eine hohe Expression aller C19MC miRNAs auf. Auch in der chorioamniotischen 
Membran wurden sehr hohe Expressionslevel auf einem vergleichbaren Niveau 
gemessen. Im Widerspruch zu anderen Publikationen (Zhang et al., 2008; Luo et al., 
2009), laut denen C19MC innerhalb der Plazenta primär im Synzytiotrophoblasten 
und nicht im Chorionzotten-Stroma exprimiert wird, wurde auch in den MSCs (sowohl 
der jungen als auch der reifen Plazenta) eine hohe, d. h. zu nativer Plazenta 
vergleichbare, Expression von C19MC miRNAs festgestellt. Der Methylierungsstatus 
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der kultivierten MSCs entsprach zudem dem von nativer Plazenta, was gegen eine 
Zellkultur-bedingte artifizielle Hochregulation des Clusters spricht (Flor et al., 2012).  
Diese abweichenden Ergebnisse könnten durch die von Zhang et al. (2008) und Luo 
et al. (2009) verwendete Methode bedingt sein. In deren Studien wurde die Detektion 
der miRNAs mittels ISH bzw. FISH an Gewebeschnitten von Chorionzotten 
durchgeführt. Da das Stroma aus einem sehr lockeren Zellverband besteht, die 
außen liegenden Trophoblastzellen jedoch eng gepackt liegen, sind die 
Sondensignale in der Trophoblast-Schicht sehr viel deutlicher zu erkennen. In zwei 
weiteren Untersuchungen (Ishibashi et al., 2012; Kurashina et al., 2014) wurden 
Stroma- und Trophoblastzellen mittels Laser Capture Microdissection getrennt und 
anschließend Expressionsanalysen einzelner C19MC-miRNAs mittels qRT-PCR 
durchgeführt. Aus den Ergebnissen schlussfolgerten die Autoren zwar, dass die 
miRNAs im Stroma kaum exprimiert werden, die Expression im Stroma war 
allerdings nur um das ca. 5–10fache (je nach untersuchter miRNA) geringer als im 
Trophoblasten. Dies entspricht immer noch einer sehr hohen Expression dieser 
miRNAs im Stroma und stützt damit die Ergebnisse unserer Studie. 
Ein erstaunlicher Aspekt der Schwangerschaft ist, dass der Fetus und die Plazenta, 
obwohl sie für die Mutter semiallogen sind, vom maternalen Immunsystem nicht 
angegriffen werden. Maternale Immunzellen spielen im Gegenteil sogar eine wichtige 
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft und der Entwicklung der 
Plazenta. In der Dezidua befinden sich diverse maternale Immunzellen, wie 
deziduale NK-Zellen (70 %), Makrophagen (< 30 %), T-Lymphozyten (< 20 %) und 
dendritische Zellen (< 2 %). Insgesamt machen die Immunzellen während des ersten 
Trimesters 30–40 % aller Deziduazellen aus (Kwak-Kim et al., 2014). Die Toleranz 
des maternalen Immunsystems wird durch verschiedene maternale und fetale 
Mechanismen bewirkt (PrabhuDas et al., 2015). So besitzen aus Plazenta 
gewonnene MSCs immunsuppressive Eigenschaften. Sie lösen in Cokultur mit 
PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) keine allogene Immunreaktion aus und 
unterdrücken diese auch in Anwesenheit anderer allogener Zellen. Diese Wirkung ist 
sogar ohne direkten Zellkontakt möglich (Chang et al., 2006; Abumaree et al., 2012). 
Auch von der Plazenta bzw. dem Trophoblasten sezernierte Exosomen üben einen 
immunsuppressiven Einfluss aus (Frangsmyr et al., 2005; Sabapatha et al., 2006; 
Taylor et al., 2006; Hedlund et al., 2009; Mincheva-Nilsson und Baranov, 2010; 
Stenqvist et al., 2013). Exosomen sind 50–100 nm große Membranvesikel 
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endosomalen Ursprungs, die durch Verschmelzen der Endosomen mit der 
Zellmembran freigesetzt werden (Thery et al., 2002). Sie sind in der Lage, ihren 
Inhalt an andere Zellen weiterzugeben und tragen so zur Zell-Zell-Kommunikation bei 
(Ramachandran und Palanisamy, 2012). Neben Proteinen und mRNAs enthalten sie 
auch miRNAs, die in den Empfängerzellen funktionell sind und deren Genexpression 
beeinflussen (Valadi et al., 2007). Luo et al. (2009) wiesen als Erste nach, dass die 
von Trophoblastzellen sezernierten Exosomen C19MC-miRNAs enthalten. Spätere 
Untersuchungen ergaben, dass C19MC-miRNAs sogar den größten Anteil der in 
Trophoblast-Exosomen enthaltenen miRNAs darstellen (Donker et al., 2012).  
Die Tatsache, dass sowohl plazentare MSCs als auch Trophoblasten-Exosomen 
immunsuppressive Wirkungen aufweisen und beide C19MC-miRNAs exprimieren 
bzw. enthalten, führte unsererseits zu der Hypothese, dass die C19MC-miRNAs an 
der Immuntoleranz während der Schwangerschaft beteiligt sind und dass die 
C19MC-miRNAs somit ihre Funktion nicht (bzw. nicht ausschließlich) in den Zellen 
ausüben, in denen sie exprimiert werden, sondern dass sie via Exosomen auf andere 
Zellen übertragen werden (Bullerdiek und Flor, 2012). Der Umstand, dass auch 
MSCs aus chorioamniotischer Membran immunsuppressiv sind (Bailo et al., 2004; 
Magatti et al., 2008) und dieses Gewebe ebenfalls C19MC exprimiert (Flor et al., 
2012), stützt diese Hypothese zusätzlich. Im Bezug auf Schilddrüsenadenome und 
TGCTs (und andere Tumoren) wäre es ebenfalls vorstellbar, dass sie diesen 
Mechanismus nutzen, um sich vor Angriffen durch das Immunsystem zu schützen. 
Bei Zutreffen dieser Überlegungen böte sich die Möglichkeit, C19MC-miRNAs zur 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder zur Unterdrückung von 
Abstoßungsreaktionen bei Transplantationen oder der Graft-versus-Host-Reaktion 
einzusetzen. Entsprechend ließen sich C19MC-Antagonisten zur Behandlung von 
C19MC-überexprimierenden Tumoren verwenden. 
Ein direkter Transfer von C19MC miRNAs durch Exosomen auf Immunzellen wurde 
tatsächlich durch in vitro Versuche mit BeWo- und Jurkat-Zellen nachgewiesen. 
BeWo ist eine Chorionkarzinom-Zelllinie, die C19MC exprimiert und diese miRNAs 
auch in Exosomen sezerniert. Bei Jurkat handelt es sich um eine immortalisierte T-
Lymphozyten-Zelllinie. Es wurde nachgewiesen, dass die BeWo-Exosomen bzw. die 
darin enthaltenen miRNAs von Jurkat-Zellen aufgenommen werden und dort 
Veränderungen in der Genexpression bewirken. Für miR-517a-3p wurde gezeigt, 
dass diese miRNA in den Jurkat-Zellen PRKG1 herunterreguliert (Kambe et al., 
DISKUSSION 61 
 
 
2014). PRKG1 ist eine Serin/Threonin-Kinase, die am Stickstoffmonoxid/cGMP-
Signalweg beteiligt ist, der die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen negativ 
reguliert (Fischer et al., 2001). Außerdem wurde gezeigt, dass miR-517a-3p und 
miR-518b in NK-Zellen des peripheren Blutes (nicht aber in regulatorischen T-Zellen 
(Treg-Zellen)) von Schwangeren im dritten Trimester vorhanden sind und deren 
Level in den NK-Zellen nach der Entbindung signifikant abfallen (Kambe et al., 2014). 
Die Expression von PRKG1 korrelierte in den NK-Zellen negativ mit miR-517a-3p 
und stieg dort entsprechend nach der Entbindung signifikant an. Bei Nicht-
Schwangeren ließen sich miR-517a-3p und miR-518b in NK-Zellen nicht nachweisen. 
Auch im in vitro-Versuch wurde demonstriert, dass NK-Zellen miR-517a-3p aus 
BeWo-Exosomen aufnehmen. Dies wurde in vitro zwar auch bei Treg-Zellen 
beobachtet (im Gegensatz zu den maternalen Treg-Zellen), allerdings in geringerem 
Maße als bei NK-Zellen (Kambe et al., 2014). In einer Nachfolgepublikation wurde 
zudem gezeigt, dass die Menge an miR-517a-3p und miR-518b in NK-Zellen vom 
ersten zum dritten Trimester zunimmt (Ishida et al., 2015). Der genaue Einfluss von 
C19MC auf NK-Zellen und wie dies möglicherweise zur Immuntoleranz beiträgt, ist 
allerdings noch ungeklärt. Delorme-Axford et al. (2013b) konnten einen weiteren 
Effekt von C19MC-enthaltenden Exosomen nachweisen. Sie zeigten, dass primäre 
Trophoblastzellen resistent gegenüber einer Infektion mit einer Reihe verschiedener 
Viren (Coxsackie-Virus B3 (CVB), Poliovirus (PV), Vesicular stomatitis virus (VSV), 
Vacciniavirus (VV), Herpes-simplex-Virus-1 (HSV-1), humanes Cytomegalievirus 
(CMV)) sind und dass diese Resistenz durch die Induktion von Autophagie in den 
Zellen bedingt ist. Sie demonstrierten außerdem, dass diese Resistenz auch durch 
vom Trophoblasten sezernierte Exosomen auf andere Zellen übertragen wird und 
dass Zellen, die normalerweise keine C19MC-miRNAs exprimieren, ebenfalls 
resistent werden, wenn sie mit einem C19MC-exprimierenden BAC-Vektor oder mit 
mimics von miR-517a/b-3p, -516b-5p oder -512-3p transfiziert werden.  
Der Trophoblast könnte somit während der Schwangerschaft systemischen Schutz 
vor viralen Infektionen ermöglichen, indem er mittels C19MC-miRNAs enthaltenden 
Exosomen die Resistenz gegenüber Viren auch auf fetale, maternale und andere 
Plazenta-Zellen überträgt (Delorme-Axford et al., 2013a). In dieser Studie wurden 
auch Exosomen bzw. konditioniertes Medium der Chorionkarzinom-Zelllinien JEG-3 
und BeWo untersucht, die den Empfängerzellen jedoch keine Resistenz gegenüber 
Virusinfektionen verliehen (Delorme-Axford et al., 2013b). Dies ist insofern 
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erstaunlich, als dass diese Zelllinien ebenfalls C19MC miRNAs exprimieren (Donker 
et al., 2012) und für BeWo-Zellen demonstriert wurde, dass diese Exosomen 
sezernieren, welche zumindest miR-517a-3p enthalten (Luo et al., 2009; Kambe et 
al., 2014). 
Eine weitere interessante Eigenschaft der Plazenta, die sie mit malignen Tumoren 
teilt, ist die Fähigkeit ihrer Zellen zur Invasion und Migration. Der Mensch und andere 
Primaten besitzen eine hämochoriale Plazenta. Diese zeichnet sich durch eine starke 
Invasion und den direkten Kontakt von fetalem Gewebe mit dem mütterlichen Blut 
aus. Dieser Plazentatyp kommt zwar auch bei Nagetieren vor, allerdings dringt der 
Trophoblast beim Menschen und einigen anderen Primaten bis ins innere Drittel des 
Myometriums vor, bei der Maus hingegen ist die Invasion auf die Dezidua beschränkt 
(Schmidt et al., 2015). Innerhalb der Gruppe der Primaten besitzen die Homininae 
die am stärksten invasive Plazenta (Crosley et al., 2013). Da C19MC 
primatenspezifisch ist, legt dies die Vermutung nahe, dass C19MC bei der Steuerung 
der Invasivität eine Rolle spielt. 
Um den Einfluss von C19MC auf die Invasivität der Plazenta zu untersuchen, wurde 
in einer Studie von Xie et al. (2014) C19MC in villösem Trophoblasten (VT) im 
Vergleich zu extravillösem Trophoblasten (EVT) untersucht. Villöse 
Zytotrophoblastzellen sind proliferativ aktiv, zeigen aber kein invasives Verhalten. 
Während der Differenzierung zu EVT jedoch erlangen sie invasive Fähigkeiten, 
stellen aber die Proliferation ein, sobald sie die Zellsäule verlassen (Huppertz, 2012). 
Ein Vergleich der Expression von C19MC in VT und EVT zeigte, dass C19MC in dem 
invasiveren EVT niedriger exprimiert ist als in VT. Eine Überexpression sämtlicher 
C19MC miRNAs mit Hilfe eines BAC-Vektors hemmte in der EVT-Zelllinie 
HTR-8/SVneo, welche normalerweise C19MC kaum exprimiert, deren Fähigkeit zur 
Migration, hatte jedoch keinen Einfluss auf Proliferation oder Apoptose. 
Untersuchungen zur Identifizierung der Zielgene zeigten, dass miR-519d-3p die 
Gene CXCL6, FOXL2 und NR4A2 reguliert, welche an Zellbewegung, -migration und 
-invasion beteiligt sind (Xie et al., 2014). Möglicherweise ist also die Funktion von 
C19MC nicht die Förderung der Migrations- und Invasionsfähigkeit, sondern vielmehr 
die Kontrolle bzw. Hemmung anderer an diesen Prozessen beteiligter Faktoren, um 
einer zu starken Invasion der Plazenta entgegenzusteuern. 
Diese Annahme wird auch durch Untersuchungen an Plazenten von Präeklampsie-
Patientinnen gestützt. Bei Präeklampsie handelt es sich um eine schwerwiegende 
DISKUSSION 63 
 
 
Erkrankung, die in 5–8 % aller Schwangerschaften auftritt und damit die häufigste 
Komplikation während der Schwangerschaft und die Hauptursache für Morbidität und 
Mortalität von Mutter und Kind ist (Smets et al., 2006; Morales-Prieto et al., 2014). 
Sie ist assoziiert mit einer unzureichenden Invasion und Umwandlung der 
Spiralarterien durch den EVT. Dies löst wahrscheinlich Entzündungsreaktionen 
seitens der Mutter aus, was wiederum das Auftreten von Bluthochdruck und 
Proteinurie bei der Mutter bedingt (Crosley et al., 2013). Verschiedene 
Arbeitsgruppen zeigten, dass in Plazenten von Präeklampsie-Patientinnen, diverse 
C19MC miRNAs höher exprimiert werden als bei gesunden Schwangeren (Hu et al., 
2009; Zhu et al., 2009; Ishibashi et al., 2012; Xu et al., 2014). Anton et al. (2015) 
demonstrierten dies für miR-517a-3p, -517b-3p und -517c-3p und wiesen nach, dass 
die Überexpression dieser miRNAs in primären EVT-Zellen deren Invasivität 
reduziert. Ding et al. (2015) zeigten eine höhere Expression von miR-519d-3p in 
Plazenten von Präeklampsie-Patientinnen und demonstrierten, dass diese miRNA 
die invasiven und migratorischen Eigenschaften der EVT-Zelllinie HTR-8/SVneo 
durch die direkte Unterdrückung von MMP2 hemmt. Allerdings wurde in anderen 
Arbeiten auch eine niedrigere Expression einiger C19MC miRNAs bei Präeklampsie 
festgestellt (Mayor-Lynn et al., 2011; Betoni et al., 2013; Hromadnikova et al., 2015). 
Hromadnikova et al. (2015) vermuten, dass dieser Widerspruch zu anderen 
Publikationen möglicherweise durch eine unterschiedliche Lokalisation der 
Probenentnahme bedingt ist. Interessant ist allerdings auch, dass in dieser Studie 
zwar insgesamt niedrigere C19MC-Expressionslevel in Präeklampsie-Plazenten 
gefunden wurden als in normalen Plazenten, dass diese bei milden Formen von 
Präeklampsie allerdings noch niedriger waren als bei schweren Verläufen. Dies 
könnte darauf hindeuten, dass in diesen Fällen die Herunterregulation von C19MC 
nicht ursächlich für die Präeklampsie ist, sondern vielmehr einen 
Kompensationsmechanismus darstellt (Hromadnikova et al., 2015) durch den die 
aufgrund anderer Faktoren gestörte Invasivität gesteigert werden soll.  
C19MC könnte auch noch auf andere Weise an der Entstehung von Präeklampsie 
beteiligt sein. Wie oben beschrieben, wurde für periphere NK-Zellen gezeigt, dass sie 
während der Schwangerschaft C19MC-miRNAs enthalten, die wahrscheinlich via 
Trophoblast-Exosomen auf diese übertragen werden (Kambe et al., 2014). Deziduale 
NK-Zellen sind an der Plazentaentwicklung und Umwandlung der Spiralarterien 
beteiligt, indem sie angiogene Faktoren sezernieren und EVT-Zellen anlocken (Le 
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Bouteiller, 2013) und die fehlerhafte Regulation peripherer und dezidualer NK-Zellen 
steht in Verbindung mit Präeklampsie, wie auch anderen 
Schwangerschaftskomplikationen wie Implantationsversagen und wiederholten 
Fehlgeburten (Saito et al., 2008; Fukui et al., 2012). Demnach spielt möglicherweise 
die aberrante Expression von C19MC und eine dadurch verursachte Fehlsteuerung 
der NK-Zellen bei der Entstehung einer Präeklampsie eine Rolle. C19MC könnte also 
sowohl durch die Steuerung der Invasivität der Trophoblastzellen als auch über die 
Regulation der NK-Zellen via Exosomen für eine erfolgreiche Plazentation von 
Bedeutung sein. 
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5 Zusammenfassung 
miRNAs beeinflussen die Genexpression, indem sie an mRNAs binden und diese 
spalten oder die Translation inhibieren. In der chromosomalen Bande 19q13.4 sind 
zwei miRNA-Cluster lokalisiert: das mit 62 miRNAs größte menschliche miRNA-
Cluster C19MC („chromosome 19 miRNA cluster“) und das aus sechs miRNAs 
bestehende Cluster miR-371-3. C19MC und miR-371-3 werden physiologischerweise 
in embryonalen Stammzellen und in der Plazenta exprimiert. Die Expression von 
C19MC wird über eine CpG-Insel in der Promotorregion gesteuert. Es handelt sich 
um ein Imprinting-Gen, das nur vom paternalen Allel exprimiert wird. C19MC und 
miR-371-3 sind in verschiedenen Tumorentitäten dereguliert und ihre aberrante 
Expression wurde sowohl mit onkogenen als auch mit tumorsuppressiven 
Eigenschaften in Verbindung gebracht. 
In einer Untergruppe von follikulären Schilddrüsenadenomen sind beide Cluster 
aufgrund einer Translokation reaktiviert. In dieser Dissertation wurde gezeigt, dass 
C19MC und miR-371-3 in Schilddrüsenkarzinomen gleich welcher Histologie nicht 
aktiviert sind und die Expression von C19MC und miR-371-3 in 
Schilddrüsenfollikelepithel bzw. Schilddrüsenadenomen somit offenbar keine 
Prädisposition für eine maligne Transformation darstellt bzw. maligne Eigenschaften 
fördert. Hingegen wurde bei der Untersuchung von testikulären Keimzelltumoren 
unterschiedlicher Histologie und unterschiedlicher klinischer Stadien eine signifikant 
erhöhte C19MC-Expression in Nicht-Seminomen sowie in Tumoren höherer Stadien 
festgestellt, d. h. höhere Expressionslevel sind in dieser Entität mit erhöhter 
Malignität assoziiert. Diese Ergebnisse sprechen für unterschiedliche Funktionen von 
C19MC in Schilddrüsenadenomen und testikulären Keimzelltumoren, was auf die 
unterschiedlichen Bedingungen in den Zellen, u. a. bezüglich der Expression 
möglicher Zielgene der miRNAs, zurückzuführen sein dürfte.  
Die Messung einer C19MC-miRNA in prä- und postoperativ gewonnenen 
Serumproben der Hodenkrebs-Patienten zeigte, dass diese C19MC-miRNA ein 
potentieller Tumormarker für bestimmte Typen von testikulären Keimzelltumoren ist. 
Anhand der Untersuchung von mesenchymalen Stroma-/Stammzellen (MSCs), die 
aus Chorionzottenbiopsien und reifer Plazenta gewonnen wurden, konnte 
nachgewiesen werden, dass die Expression von C19MC entgegen der bisherigen 
Annahme nicht auf den Trophoblasten beschränkt ist, sondern dass plazentare 
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Stromazellen C19MC ebenfalls hoch exprimieren. Auch in nativer chorioamniotischer 
Membran wurde eine hohe C19MC-Expression festgestellt. Da plazentare und 
chorioamniotische MSCs immunsuppressive Eigenschaften besitzen, wäre eine Rolle 
von C19MC bei der Induktion der Toleranz des maternalen Immunsystems 
gegenüber der semiallogenen Plazenta und dem Fetus während der 
Schwangerschaft denkbar. Entsprechend könnten auch manche Tumoren mittels 
C19MC-miRNAs der Immunabwehr entgehen. Bei einer immunsuppressiven 
Funktion von C19MC wäre eine therapeutische Nutzung von C19MC-miRNAs zur 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen oder zur Unterdrückung der 
Immunreaktion bei der Transplantation allogener Gewebe vorstellbar. 
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6 Summary 
miRNAs regulate gene expression by binding to mRNAs and promoting their 
cleavage or inhibiting their translation. In chromosomal band 19q13.4 two miRNA 
clusters are located: the largest human miRNA cluster C19MC (“chromosome 19 
miRNA cluster”) consisting of 62 miRNAs, and miR-371-3 consisting of five miRNAs. 
C19MC and miR-371-3 are physiologically expressed in embryonic stem cells and in 
the placenta. The expression of C19MC is regulated by a CpG island in its promoter 
region. It is an imprinting gene that is exclusively expressed from the paternal allele. 
C19MC and miR-371-3 are deregulated in various tumour entities and their aberrant 
expression is associated with oncogenic as well as tumour suppressive properties.  
In a subgroup of thyroid follicular adenomas both clusters are reactivated due to a 
chromosomal translocation. In this thesis, it was demonstrated that C19MC and 
miR-371-3 are not activated in thyroid carcinomas regardless of their histology. Thus, 
the expression of C19MC and miR-371-3 does apparently not predispose thyroid 
follicular epithelium or follicular adenomas to malignant transformation nor does it 
promote malignant behaviour. In contrast, the examination of testicular germ cell 
tumours of different histologic types and clinical stages revealed a significantly higher 
expression of C19MC in non-seminomas and tumours in advanced clinical stages, 
i. e. in this tumour entity higher expression levels are associated with higher 
malignancy. These results suggest different functions of C19MC in thyroid adenomas 
and testicular germ cell tumours, probably due to different cellular conditions, e. g. 
regarding expression of potential target genes of the miRNAs.  
The measurement of one member of C19MC in pre- and postoperatively obtained 
serum samples of testicular cancer patients showed that this C19MC miRNA might 
be a potential tumour marker for certain types of testicular germ cell tumours.  
By examining mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) derived from chorionic villus 
sampling and from term placenta it was demonstrated that, contrary to the previous 
assumption, C19MC expression is not confined to trophoblast cells but placental 
stromal cells also highly express C19MC miRNAs. In native chorioamniotic 
membrane tissue a high expression of C19MC miRNAs was observed as well. Since 
placental and chorioamniotic mesenchymal stromal cells possess 
immunosuppressive properties C19MC miRNAs might play a role in inducing 
tolerance of the maternal immune system against the semiallogeneic placenta and 
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fetus during pregnancy. Accordingly, some tumours could evade immune defence by 
means of C19MC miRNAs. In case of an immunosuppressive function of C19MC its 
miRNAs might be applied to treat autoimmune diseases or to suppress the immune 
response against allogeneic tissue transplants. 
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8 Anhang 
Tabelle 1: Übersicht über die miRNAs der Cluster C19MC und miR-371-3 laut aktueller 
miRBase-Version 21 (miRBase: the microRNA database, 2014). Aufgelistet sind jeweils die 
miRBase-IDs und -Accession-Nummern der Stem-loop-Sequenzen (precursor miRNAs) und der aus 
diesen entstehenden reifen (mature) miRNAs. In Klammern sind frühere Namen der miRNAs (aus 
vorherigen miRBase-Versionen) angegeben. hsa = homo sapiens. 
stem loop 
sequence 
Accession 
stem loop 
sequence ID 
mature 
sequence 
Accession 
mature sequence ID mature 
sequence 
Accession 
mature 
sequence ID 
C19MC 
MI0003142 hsa-mir-498 MIMAT0002824 hsa-miR-498   
MI0003140 hsa-mir-512-1 MIMAT0002823 hsa-miR-512-3p MIMAT0002822 hsa-miR-512-5p 
MI0003141 hsa-mir-512-2 ǁ ǁ ǁ ǁ 
MI0003144 hsa-mir-515-1 MIMAT0002827 hsa-miR-515-3p MIMAT0002826 hsa-miR-515-5p 
MI0003147 hsa-mir-515-2 ǁ ǁ ǁ ǁ 
MI0003180 hsa-mir-516a-1 MIMAT0006778 hsa-miR-516a-3p MIMAT0004770 hsa-miR-516a-5p 
MI0003181 hsa-mir-516a-2 ǁ ǁ ǁ ǁ 
MI0003172 hsa-mir-516b-1 MIMAT0002860 
hsa-miR-516b-3p 
(hsa-miR-516b*) 
MIMAT0002859 
hsa-miR-516b-5p 
(hsa-miR-516b) 
MI0003167 hsa-mir-516b-2 ǁ ǁ ǁ ǁ 
MI0003161 hsa-mir-517a MIMAT0002852 
hsa-miR-517a-3p 
(hsa-miR-517a) 
MIMAT0002851 
hsa-miR-517-5p 
(hsa-miR-517*) 
MI0003165 hsa-mir-517b MIMAT0002857 
hsa-miR-517b-3p 
(hsa-miR-517b) 
ǁ ǁ 
MI0003174 hsa-mir-517c MIMAT0002866 
hsa-miR-517c-3p 
(hsa-miR-517c) 
ǁ ǁ 
MI0003170 hsa-mir-518a-1 MIMAT0002863 
hsa-miR-518a-3p 
(hsa-miR-518a) 
MIMAT0005457 hsa-miR-518a-5p 
MI0003173 hsa-mir-518a-2 ǁ ǁ ǁ ǁ 
MI0003156 hsa-mir-518b MIMAT0002844 hsa-miR-518b   
MI0003159 hsa-mir-518c MIMAT0002848 
hsa-miR-518c-3p 
(hsa-miR-518c) 
MIMAT0002847 
hsa-miR-518c-5p 
(hsa-miR-518c*) 
MI0003171 hsa-mir-518d MIMAT0002864 
hsa-miR-518d-3p 
(hsa-miR-518d) 
MIMAT0005456 hsa-miR-518d-5p 
MI0003169 hsa-mir-518e MIMAT0002861 
hsa-miR-518e-3p 
(hsa-miR-518e) 
MIMAT0005450 
hsa-miR-518e-5p 
(hsa-miR-518e*) 
MI0003154 hsa-mir-518f MIMAT0002842 
hsa-miR-518f-3p 
(hsa-miR-518f) 
MIMAT0002841 
hsa-miR-518f-5p 
(hsa-miR-518f*) 
MI0003178 hsa-mir-519a-1 MIMAT0002869 
hsa-miR-519a-3p 
(hsa-miR-519a) 
MIMAT0005452 
hsa-miR-519a-5p 
(hsa-miR-519a*) 
MI0003182 hsa-mir-519a-2 ǁ ǁ   
MI0003151 hsa-mir-519b MIMAT0002837 
hsa-miR-519b-3p 
(hsa-miR-519b) 
MIMAT0005454 hsa-miR-519b-5p 
MI0003148 hsa-mir-519c MIMAT0002832 
hsa-miR-519c-3p 
(hsa-miR-519c, hsa-
miR-526c) 
MIMAT0002831 hsa-miR-519c-5p 
MI0003162 hsa-mir-519d MIMAT0002853 
hsa-miR-519d-3p 
(hsa-miR-519d) 
MIMAT0026610 hsa-miR-519d-5p 
MI0003145 hsa-miR-519e MIMAT0002829 
hsa-miR-519e-3p 
(hsa-miR-519e) 
MIMAT0002828 
hsa-miR-519e-5p 
(hsa-miR-519e*) 
MI0003149 hsa-mir-520a MIMAT0002834 
hsa-miR-520a-3p 
(hsa-miR-520a) 
MIMAT0002833 
hsa-miR-520a-5p 
(hsa-miR-520a*) 
MI0003155 hsa-mir-520b MIMAT0002843 hsa-miR-520b   
MI0003158 hsa-mir-520c MIMAT0002846 
hsa-miR-520c-3p 
(hsa-miR-520c) 
MIMAT0005455 hsa-miR-520c-5p 
MI0003164 hsa-mir-520d MIMAT0002856 
hsa-miR-520d-3p 
(hsa-miR-520d) 
MIMAT0002855 
hsa-miR-520d-5p 
(hsa-miR-520d*) 
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stem loop 
sequence 
Accession 
stem loop 
sequence ID 
mature 
sequence 
Accession 
mature sequence ID mature 
sequence 
Accession 
mature 
sequence ID 
MI0003143 hsa-mir-520e MIMAT0002825 hsa-miR-520e   
MI0003146 hsa-mir-520f MIMAT0002830 
hsa-miR-520f-3p 
(hsa-miR-520f) 
MIMAT0026609 hsa-miR-520f-5p 
MI0003166 hsa-mir-520g MIMAT0002858 
hsa-miR-520g-3p 
(hsa-miR-520g) 
MIMAT0026611 hsa-miR-520g-5p 
MI0003175 hsa-mir-520h MIMAT0002867 hsa-miR-520h   
MI0003176 hsa-mir-521-1 MIMAT0002854 hsa-miR-521   
MI0003163 hsa-mir-521-2 ǁ ǁ   
MI0003177 hsa-mir-522 MIMAT0002868 
hsa-miR-522-3p 
(hsa-miR-522) 
MIMAT0005451 
hsa-miR-522-5p 
(hsa-miR-522*) 
MI0003153 hsa-mir-523 MIMAT0002840 
hsa-miR-523-3p 
(hsa-miR-523) 
MIMAT0005449 
hsa-miR-523-5p 
(hsa-miR-523*) 
MI0003160 hsa-mir-524 MIMAT0002850 
hsa-miR-524-3p 
(hsa-miR-524) 
MIMAT0002849 
hsa-miR-524-5p 
(hsa-miR-524*) 
MI0003152 hsa-mir-525 MIMAT0002839 
hsa-miR-525-3p 
(hsa-miR-525*) 
MIMAT0002838 
hsa-miR-525-5p 
(hsa-miR-525) 
MI0003157 hsa-mir-526a-1 MIMAT0002845 hsa-miR-526a   
MI0003168 hsa-mir-526a-2 ǁ ǁ   
MI0003150 hsa-mir-526b MIMAT0002836 
hsa-miR-526b-3p 
(hsa-miR-526b*) 
MIMAT0002835 
hsa-miR-526b-5p 
(hsa-miR-526b) 
MI0003179 hsa-mir-527 MIMAT0002862 hsa-miR-527   
MI0003832 hsa-mir-1283-1 MIMAT0005799 hsa-miR-1283   
MI0006430 hsa-mir-1283-2 ǁ ǁ   
MI0003786 hsa-mir-1323 MIMAT0005795 hsa-miR-1323   
miR-371-3 
MI0000779 hsa-mir-371a MIMAT0000723 
hsa-miR-371a-3p 
(hsa-miR-371-3p, 
hsa-miR-371) 
MIMAT0004687 
hsa-miR-371a-5p 
(hsa-miR-371-5p) 
MI0017393 hsa-mir-371b MIMAT0019893 hsa-miR-371b-3p MIMAT0019892 hsa-miR-371b-5p 
MI0000780 hsa-mir-372 MIMAT0000724 
hsa-mir-372-3p 
(hsa-mir-372) 
MIMAT0026484 hsa-mir-372-5p 
MI0000781 hsa-mir-373 MIMAT0000726 
hsa-miR-373-3p 
(hsa-miR-373) 
MIMAT0000725 
hsa-miR-373-5p 
(hsa-miR-373*) 
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